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\^ (54) Title: METHOD FOR THE PRODUCTION OF $G(B)-CAROTINOJDS 
00 

a (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON p-CAROTINOIDEN 



o 



(57) Abstract: The invention relates to a method for the production of P-carotinoids by the cultivation of genetically-modified plants, 
the genetically-modified plants and the use thereof as human and animal foodstuffs and for the production of p-carotinoid extracts. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von ss-Carotinoiden durch Kultivierung 
von genetisch veranderten Pflanzen, die genetisch veranderten Pflanzen, sowie deren Verwendung als Nahrungs- und Futtermittel 
und zur Herstellung von ss-Carotinoidextrakten. 
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Verfahren zur Herstellung von p-Carotinoiden 
Beschreibung 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren air Herstellung von p-Carotinoiden 
durch Kultivierung von genetisch veranderten Pflanzen, die genetisch veranderten 
Pflanzen, sowie deren Verwendung als Nahrungs- und Futtermittel und zur Herstellunc 
von p-Carotinoidextrakten. 

10 Carotinoide werden de novo in Bakterien, Algen, Pilzen und Pflanzen synthetisiert 
p-Carotinoide, also Carotinoide des p-Carotin-Weges, wie beispielsweise p-Carotin, 
p-Cryptoxanthin, Zeaxanthin, Antheraxanthin, Violaxanthin und Neoxanthin sind 
naturliche Antloxidantien und Pigmente, die von Mikrborganismen, Algen, Pilzen 
und Pflanzen als Sekundarmetabolite produziert werden, 

.15 .; 

P-Carotin ist eine Vitamin A Vorstufe und damit wichtiger Bestandteil in Food-, Feed- 
und Kosmetik-Anwendungen. Ferner dient es als Pigmentierstoff in vielen Bereichen, 
wie beispielsweise in der Getrankemittelindustrie. 

20 Zeaxanthin ist eines der Hauptpigmente in der Macula des menschlichen Auges und 
schutzt durch sein spezielles Lichabsorptionsspektrum die empfindlichen Sehzeilen. 
Durch die Lichteinstrahlung wird Zeaxanthin degradiert und muss mit der Nahrung 
wieder zugefuhrt werden urn einen effizienten Schutz der Macula zu erhalten und 
Langzeitschaden, wie die altersbedingte Maculadegeneration (ADM), zu vermeiden. 

25 Ferner dient Zeaxanthin als Pigmentierstoff von Tierprodukten, insbesondere zur 
Pigmentierung von Eidotter, Haut und Fleisch von Huhnervogeln durch orale Ver- 
abreichung. 

Viele p-Carotinoide sind zudem von hohem wirtschaftlichen Interesse, da sie in ihrer 
30 Eigenschaft als Farbpigmente und Antioxidantien als Nahrungsmittelzusatze, Farb- 
stoffe, Konservierungsstoffe, Futtermittel und Nahrungserganzurlgsmittel genutzt 
werden. 

Die Herstellung von p-Carotinoiden f wie beispielsweise p-Carotin und Zeaxanthin 
35 erfolgt heutzutage groBtenteils durch chemische Syntheseverfahren. 

Naturliche p-Carotinoide, wie beispielsweise naturliches p-Carotin, werden in biotech- 
nologischen Verfahren in kleinen Mengen durch Kultivierung von Mikroorganismen, 
Algen Oder Pilzen Oder durch Fermentation von gentechnologisch optimierten Mikro- 
40 organismen und anschlieBender Isolierung gewonnen. 
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NatOrliches Zeaxanthin ist Bestandteil von sogenanntem Oleoresin, einem Extrakt 
aus getrockneten Petalen der Pflanze Tagetes errecta. Der Gehalt an Zeaxanthin in 
Oleoresin ist iedoch gering, da die Carotinoide in den Petalen von Tagetes errecta zur 
uberwiegenden Mehrheit aus Carotinoiden des a-Carotin-Weges, wie beispielsweise 
5 Lutein, bestehen. 

Die Erhdhung des p-Carotinoid Gehaltes in Pflanzen bzw. in den entsprechenden 
Pflanzengeweben ist daher ein wichtiges Ziel der biotechnologischen Optimierung von 
Pflanzen. 

10 

Carlo Rosati et al. beschreiben die Oberexpression einer p-Cyclase aus Arabidopsis 
thaliana mit einem fruchtspezifischen Promoter in Tomate (Rosati C, Aquilani R, 
Dharmapuri S, Pallara P, Marusic C, Tavazza R, Bouvier F, Camara B, Giuliano G. 
Metabolic engineering of beta-carotene and lycopene content in tomato fruit. Plant J. 
1 5 2Q0O Nov;24(3):41 3-9.). Hierdurch wird das in der Wildtypf rucht vorhandene Lycopin 
verstarkt in p Carotin QberfOhrt. 

Sridhar Dharmapuri et al. beschreiben die Oberexpression einer p Cyclase und die 
Kombination mit der Oberexpression einer p Hydroxylase in der Fruchtvon Tomate 

20 (Dharmapuri S, Rosati C, Pallara P, Aquilani R, Bouvier F, Camara B, Giuliano G. 
Metabolic engineering of xanthophyll content in tomato fruits, FEBS Lett. 2002 May 
22;51 9(1 -3):30-4). Der Gehalt an a Carotinoiden, hier Lutein, ist beziffert Die Lutein 
Mengen liegen in alien Fallen zwischen 1 ,0 und 2,0 ug/mg Frischgewicht (Wildtyp: 1 ,9 
ug/mg) und der Anteil von Lutein an den Gesamtcarotinoiden betragt in alien beschrie- 

25 benen Fallen zwischen 1 ,4 und 2,9% (Wildtyp: 2,8%). In keiner Frucht dieser trans- 
genen Pflanzen wird der Anteil an Lutein signifikant reduziert. 

EP 393690 B1, WO91/13078 A1, EP 735137 A1. EP 747483 A1 und WO 97/36998 A1 
beschreiben p-Cyclase-Gene. 

30 ' 

EP 393690 beschreibt ein Verf ahren zur Herstellung von Carotinoiden durch Nutzung 
mindestens eines der Gene codierend fQr Phytoen Synthase, Phytoen Dehydrogenase, 
p-Cyclase und p Hydroxylase erhalten aus Erwinia uredovora. 

35 W091/1 3078 A1 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von Carotinoiden durch 
Nutzung der Gene ausgewahlt aus GGPP-Synthase, Phytoen Synthase, Phytoen 
Dehydrogenase, p-Cyclase und p Hydroxylase erhalten aus Erwinia herbicola. 

WO 96/36717 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von Carotinoiden durch 
40 Nutzung von Genen, codierend fQr p-Cyclase, erhalten aus Capsicum annum. 
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EP 747 483 A1 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von Carotinoiden durch 
Nutzung der Gene codierendfQr GGPP-Synthase, Phytoen Synthase, Phytoen 
Dehydrogenase, p-Cyclase und p Hydroxylase erhalten aus Flavobakterium. 

5 WO 96/28014 beschreibt und beansprucht DNA Sequenzen codierend fur eine p 
Cyclase aus Synechococcus sp. PCC7942, Tabak und Tomate. 

WO 00/08920 beschreibt ein neues p-Cyclase-Gen aus Tomate (Bgene), die Verwen- 
dung der Regulationssignale des Bgenes zur chromoplastenspezifischeri Expression 
1 0 von Fremdgenen sowie die Verwendung der antisense DNA von Bgene zur Reduktion 
des p Carotinoid Gehaltes in Tomate. WO 00/08920 beschreibt ferner, dass das Bgene 
zur Herstellung von Carotinoiden in hoheren Pflanzen Oberexprimiert werden kann. 

WO 00/32788 beschreibt ein Verfahren zur Manipulation des Carotinoidgehaltes in 
1 5 Pflanzen mittels p-Cyclase-Genen aus Marigold. WO 00/32788 beschreibt ferner 
gehetisch veranderte Marigold Pflanzen die eine B-Cyclase Qberexprimieren. 
WO 00/32788 beschreibt ferner genetisch veranderte Marigold Pflanzen mit einer 
reduzierten e-Cyclase Aktivitat 

20 Alle Verfahren des Standes der Technik liefem zwar teiiweise elnen hdheren Gehalt 
an p-Carotinoiden am Gesamtcarotinoid-Gehalt, jedoch ohne die Menge an a-Caro- 
tinoiden signifikant abzusenken. Das gezielte Absenken des Gehalts an a-Carotinoiden 
nach den Verfahren des Standes der Technik, wie beispielsweise die Reduzierung der 
e-Cyclase Aktivitat, fGhrt jedoch zu einer Abnahme des Gesamtcarotinoid-Gehalts. 

25 

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, ein alternatives Verfahren zur Her- 
stellung von p-Carotinoiden durch Kultivierung von genetisch veranderten Pflanzen zur 
VerfOgung zu stellen, bzw. weitere transgene Pflanzen, die p-Carotinoide herstellen, 
zur VerfOgung zu stellen, die die geschilderten Nachteile des Standes der Technik 
30 nicht aufwelsen und einen hohen Gehalt an p-Carotinoiden liefern, bei einer gleich- 
zeltig niedrigeren Menge an a-Carotinoiden. 

DemgemaB wurde ein Verfahren zur Herstellung von p-Carotinoiden gefunden, indem 
man genetisch veranderten Pflanzen kultiviert, die im Vergleich zum Wildtyp eine 
35 erhohte p-Cyclase-Aktiv'ttat in Pflanzengeweben, enthaltend photosynthetisch inaktive 
Plastide, aufweisen und die erhfihte p-Cyclase-Aktivitat durch eine p-Cyclase verur- 
. sacht wird, enthaltend die Aminos§uresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser 
Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete 
Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene mit der 
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Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, mit der Mafigabe, dass Tomate als Pflanze 
ausgenommen ist. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dass die Erhohung der p-Cyciase-Aktivitat in 
5 Pflanzengeweben, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide, veairsacht durch eine 
p-Cyclase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser 
Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete 
Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene m'rt der 
Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, in genetisch veranderten Pflanzen mit der Aus- 
1 0 nahme von Tomate zu einer Erhohung des Gehalts an p-Carotinoiden und zu einer 
Erniedrigung des Gehalts an cc-Carotinoiden. 

Unter p-Cyclase-Aktivitat wird die Enzymaktivitat einer p-Cyciase verstanden. 

1 5 Uriter einer p-Cyclase wird ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat 
aufweist, einen endstandigen, linearen Rest von Lycopin in einen p-lonon-Ring zu 
Gberfuhren. 

Insbesondere wird unter einer p-Cyclase ein Protein verstanden, das die enzymatische 
20 Aktivitat aufweist, Lycopin in ^Carotin, ^Carotin in p-Carotin bzw. Lycopin. in p-Carotin 
umzuwandeln. 

Dementsprechend wird unter p-Cyclase-Aktivitat die in einer bestimmten Zeit durch 
das Protein p-Cyclase umgesetzte Menge Lycopin Oder ^ Carotin bzw. gebildete 
25 Menge y-Carotin oder p-Carotin verstanden. 

Bei einer erhohten p-Cyclase -Aktivitat gegenuber dem Wildtyp wird somit im Vergleich 
zum Wildtyp in einer bestimmten Zeit durch das Protein p-Cyclase die umgesetzte 
Menge Lycopin oder ^Carotin bzw. gebildete Menge v-Carotin oder p-Carotin erhdht. 

30 

Vorzugsweise betragt diese Erhdhung der p-Cyclase-Aktivitat mindestens 5 %, weiter 
bevorzugt mindestens 20 %, weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevorzugt 
mindestens 100 %, bevorzugter mindestens 300 %, noch bevorzugter mindestens 
500 %, insbesondere mindestens 600 % der p-Cyclase-Aktivitat des Wildtyps. 

35 

Die Bestimmung der p-Cyclase-Aktivitat in erfindungsgemaBen genetisch veranderten 
Pflanzen und in Wildtyp- bzw. Referenzpflanzen erfolgt vorzugsweise unter folgenden 
Bedingungen: 
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Die Aktivitat der p-Cyclase wird nach Fraser und Sandmann (Biochem. Biophys. Res. 
Comm. 185(1) (1992) 9-15)/n vitro bestimmt. Es werden zu einer bestimmten Menge 
an Pflanzenextrakt Kaliumphosphat als Puffer (ph 7.6), Lycopin als Substrat, Stroma- 
protein von Paprika, NADP+, NADPH und ATP zugegeben. 

Der in-vitro Assay wird in einem Volumen von 250 |xl Volumen durchgefQhrt. Der 
Ansatz enthalt 50 mM Kaliumphosphat (pH 7.6),unterschiedliche Mengen an Pflanzen- 
extrakt, 20 nM Lycopin, 250 ~g an chromoplastidarem Stromaprotein aus Paprika, 
0.2 mM NADP+, 0.2 mM NADPH und 1 mM ATP. NADP/NADPH und ATP werden in . 
10 ml Ethanol mit 1 mg Tween 80 unm'rttelbar vor der Zugabe zum Inkubationsmedium 
gelost. Nach einer Reaktionszeit von 60 Minuten bei 30C wird die Reaktion durch 
Zugabe von Chloroform/Methanol (2:1) beendet Die in Chloroform extrahierten 
Reaktionsprodukte werden mittels HPLC analysiert. 

Ein altemativer Assay mit radioaktivem Substrat ist beschrieben in Fraser und Sand- 
mann (Biochem. Biophys. Res. Comm. 185(1) (1992) 9-15). 

Unter dem Begriff „photosynthetisch inaktive Plastide" werden Plastide verstanden, in 
denen keine Photosynthese stattfindet, wie beispielsweise Chromoplasten, Leukoplas- 
ten oder Amyloplasten. 

Dementsprechend werden unter dem Begriff „Pflanzengewebe, enthaltend photosyn- 
thetisch inaktive Plastide" Pflanzengewebe oder Pflanzenteile verstanden, die Plastide 
enthalten, in denen keine Photosynthese stattfindet, also beispielsweise Pflanzen- 
gewebe oder Pflanzenteile, die Chromoplasten, Leukoplasten oder Amyloplasten 
enthalten, wie beispielsweise Bluten, FrQchte oder Knollen. 

In einer nachstehend ausfuhrlich beschriebenen AusfOhrungsform sind die Pflanzen- 
gewebe, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide, ausgewahlt aus der Gruppe 
BIQte, Frucht und Knolle. 

Je nach verwendeter Ausgangspflanze oder entsprechender genetisch veranderter 
Pflanze weist die Pflanze in dieser bevorzugten AusfOhrungsform Sine erhdhte 
p-Cyclase-Aktivitat in Bluten, FrGchten oder Knollen im Vergleich zum Wildtyp auf. 

Dabei ist es vorteiihaft fur jede Pflanze das Pflanzegewebe, enthaltend photosynthe- 
tisch inaktive Plastide, also vorzugsweise. BIQte, Frucht oder Knolle, zu wahlen in dem 
im Wildtyp bereits der hochste Gesamtcarotinoid-Gehalt vorliegt. 
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Unter dem Begriff "Wildtyp" wird erfindungsgemaB die entsprechende nicht genetisch 
veranderte Ausgangspflanze verstanden. 

Je nach Zusammenhang kann unter dem Begriff "Pflanze" die Ausgangspflanze 
5 (Wildtyp) Oder eine erfindungsgemaOe, genetisch veranderte Pflanze Oder beides 
verstanden werden. 

Vorzugsweise und insbesondere in Fallen, in denen die Pflanze oder der Wildtyp 
nicht eindeutig zugeordnet werden kann , wird unter "Wildtyp" fur die Erhohung der 
1 0 p-Cyclase-Aktivitat, f Or die nachstehend beschriebene Erh6hung der Hydroxylase- 
Aktivitat, fur die nachstehend beschriebene Reduzierung der endogenen p-Hydroxy- 
lase Aktivitat, fur die nachstehend beschriebene Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat 
und die Erhohung des Gehalts an p-Carotinoiden jeweils eine Referenzpflanze ver- 
standen. 

.is : 

Diese Referenzpflanze ist fOr Pflanzen, die als Wildtyp in BlOten den hSchsten Gehalt 
an Carotinoiden aufweisen vorzugsweise Tagetes erecta, Tagetes patula, Tagetes 
lucida, Tagetes prtnglei, Tagetes palmeri, Tagetes minuta oder Tagetes campanulata, 
besonders bevorzugt Tagetes erecta. 

20 

Diese Referenzpflanze ist fur Pflanzen, die als Wildtyp in FrQchten den hdchsten 
Gehalt an Carotinoiden, vorzugsweise Mais. 

Diese Referenzpflanze istfOr Pflanzen, die als Wildtyp in Knollen den hdchsten Gehalt 
25 an Carotinoiden, vorzugsweise Solarium tuberosum. 

Die Erhohung der p-Cyclase-Aktivitat kann durch verschiedene Wege erfolgen, 
beispielsweise durch Ausschalten von hemmenden Regulationsmechanismen auf 
Translations- und Proteinebene oder durch ErhOhung der Genexpression einer 
30 Nukleinsaure codierend eine p-Cyclase gegenuber dem Wildtyp, beispielsweise durch 
Induzierung des p-Cyclase-Gens durch Aktivatoren oder starke Promotoren oder 
durch Einbringen von Nukleinsauren kodierend eine p-Cyclase in die Pflanze. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die ErhOhung der p-Cyclase-Aktivitat 
35 gegenuber dem Wildtyp durch die Erhohung der Genexpression einer Nukleinsaure, 
kodierend eine p-Cyclase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder 
eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene mit 
der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, gegenuber dem Wildtyp. 

40 
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In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die Erhohung der Genexpression 
einer Nukleinsaure kodierend eine p-Cyclase durch Einbringen von Nukleinsauren, die 
p-Cyclasen kodieren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine 
von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren 
5 abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene 
mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, in die Pflanze. 

In den erfindungsgemaBen transgenen Pflanzen liegt also in dieser Ausfuhrungsform 
gegenuber dem Wildtyp mindestens ein weiteres p-Cyclase-Gen unter der Kontrolle 

10 eines Promotors, der die Expression des p-Cyclase-Gens in Pflanzengeweben 
enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide gewahrleistet, vor, kodierend eine 
p-Cyclase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser 
Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete 
Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene mit der 

15 Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. In dieser Ausfuhrungsform weist die erfindungsge- 
m&Be genetisch veranderte Pflanze in Pflanzengeweben, enthaltend photosynthetisch 
inaktive Plastide, dementsprechend mindestens eine exogene (=heterologe) 
p-Cyclase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser 
Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete 

20 Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene mit der 

Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, auf oder mindestens zwei endogene Nukleinsauren, 
codierend eine P-Cyclase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder 
eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene mit 

25 der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, auf. 

Dazu prinzipiell jedes erfindungsgemaBe p-Cyclase-Gen, also jede Nukleinsauren die 
eine p-Cyclase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von 
dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleite- 
30 te Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene mit der 
Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, codiert verwendet werden. 

Alle in der Beschreibung erwahnten Nukleinsauren konnen beispielsweise eine RNA-, 
DNA- oder cDNA-Sequenz sein. 

35 

Bei genomischen p-Cyclase-Sequenzen aus eukaryontischen Quellen, die Introns 
enthalten, sind fur den Fall das die Wirtspflanze nicht in der Lage ist Oder nicht in die 
Lage versetzt werden kann, die entsprechenden p-Cyclase zu exprimieren, bevorzugt 
bereits prozessierte Nukleinsauresequenzen, wie die entsprechenden cDNAs zu 
40 verwenden. 
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Beispiele fur NukleinsSuren, kodierend eine {J-Cyclase, enthaltend die Aminosaure- 
sequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion 
oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 
5 60 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, und die ent- 
sprechenden p-Cyclasen, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder 
eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene 
mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, die im erfindungsgemaBen Verfahren ver- 
10 wendet werden konnen, sind beispielsweise Sequenzen aus 

Tomate (Bgene; WO 00/08920; Nukleinsaure: SEQ ID NO: 1, Protein SEQ ID NO: 2). 

Weitere naturliche Beispiele fur p-Cyclasen und p-Cyclase-Gene, die im erfindurigs- 
15 gemaBen Verfahren verwendet werden konnen, lassen sich beispielsweise aus 

verschiedenen Organismen, deren genomische Sequenz bekannt ist, durch Identitats- 
vergleiche der Aminosauresequenzen oder der entsprechenden ruckubersetzten 
Nukleinsauresequenzen aus Datenbanken mit den vorstehend beschriebenen 
Sequenzen und insbesondere mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 leicht auffinden. 

20 

Weitere naturliche Beispiele fur (J-Cyclasen und fi-Cyclase-Gene lassen sich weiter- 
hin ausgehend von den vorstehend beschriebenen Nukleinsauresequenzen, ins- 
besondere ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO: 1 aus verschiedenen Organis- 
men, deren genomische Sequenz nicht bekannt ist, durch Hybridisierungstechniken in 
25 an sich bekannter Weise leicht auffinden. 

Die im folgenden verwendeten Parameter und Bedingungen fur Identitatsvergleiche 
und Hybridisierungstechniken gelten analog auch fur alle weiteren, nachstehend 
beschriebenen Nukleinsauren und Proteine, die in bevorzugten Ausfuhrungsformen 
30 des erfindungsgemaBen Verfahrens oder der genetisch veranderten Pflanzen ver- 
wendet werden. 

Die Hybridisierung kann unter moderaten (geringe Stringenz) oder vorzugsweise unter 
stringenten (hohe Stringenz) Bedingungen erfolgen. 

35 

Solche Hybridisierungsbedingungen sind beispielsweise bei Sambrook, J., Fritsch, 
E.F., Maniatis, T., in: Molecular Cloning (A Laboratory Manual), 2. Auflage, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, 1989, Seiten 9.31-9.57 oder in Current Protocols in Mole- 
cular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6 beschrieben. 

40 
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Beispielhaft konnen die Bedingungen wahrend des Waschschrittes ausgewahlt sein 
aus dem Bereich von Bedingungen begrenzt von solchen mit geringer Stringenz (mit 
2X SSC bei 50°C) und solchen mit hoher Stringenz (mit 0.2X SSC bei 5p°C, bevorzugt 
bei 65°C) (20X SSC: 0,3 M Natriumcitrat, 3 M Natriumchlorid, pH 7.0). 

DarGberhinaus kann die Temperatur wahrend des Waschschrittes von moderaten 
Bedingungen bei Raumtemperatur, 22°C, bis zu stringenten Bedingungen bei 65°C 
angehoben werden. 

Beide Parameter, Salzkonzentration und Temperatur, kennen gleichzeitig variiert 
werden, auch kann einer der beiden Parameter konstant gehalten und nur der andere 
variiert werden. Wahrend der Hybridisierung konnen auch denaturierende Agenzien 
wie zum Beispiel Formamid oder SDS eingesetzt werden. In Gegenwart von 50 % . 
Formamid wird die Hybridisierung bevorzugt bei 42°C ausgefuhrt. 

Einige beispielhafte Bedingungen fQr Hybridisierung und Waschschritt sind infolge 
gegeben: 

(1) Hybridiserungsbedingungen mit zum Beispiel 
20 

(i) 4X SSC bei 65°C, oder 



10 



.15 



(ii) 6X SSC bei 45°C, Oder 



25 (iii) 6X SSC bei 68°C, 100 mg/ml denaturierter Fischsperma-DNA, oder 

(iv) 6X SSC, 0.5 % SDS, 100 mg/ml denaturierte, fragmentierte Lachssper- 
ma-DNA bei 68°C, oder 

30 (v) 6XSSC,' 0.5% SDS, 100 mg/ml denaturierte, fragmentierte Lachssperma- 

DNA, 50 % Formamid bei 42°C, Oder 



(vi) 50 % Formamid, 4X SSC bei 42°C, Oder 



35 (vii) 50 % (vol/vol) Formamid, 0.1 % Rinderserumalbumin, 0.1 % Ficoll, 0.1 % 

Polyvinylpyrrolidon, 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 6.5, 750 mM NaCI, 
75 mM Natriumcitrat bei 42°C, oder 

(viii) 2X oder 4X SSC bei 50°C (moderate Bedingungen), oder 
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(ix) 30 bis 40 % Formamid, 2X Oder 4X SSC bei 42° (moderate Bedingun- 
gen). 

5 (2) Waschschritte fur jeweils 10 Minuten mit zum Beispiel 

0.015 M NaCI/0.0015 M Natriumcitrat/0.1 % SDS bei 50°C, Oder 

0.1X SSC bei 65°C, oder 

0.1 X SSC, 0.5 % SDS bei 68°C, Oder 

0.1X SSC, 0.5 % SDS, 50 % Formamid bei 42°C, oder 

0.2X SSC, 0.1 % SDS bei 42°C, Oder 

2X SSC bei 65°C (moderate Bedingungen). 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform der erfindungsgemaGen Verfahren bringt man 
20 Nukleinsauren ein, die ein Protein kodieren, enthaltend die Aminosaureseguenz 
SEQ ID NO: 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder 
Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 
65 %, vorzugsweise mindestens 70 %, bevorzugter mindestens 75 %, bevorzugter 
mindestens 80 %, bevorzugter mindestens 85 %, bevorzugter mindestens 90 %, 
25 bevorzugter mindestens 95 %, besonders bevorzugt mindestens 97 % auf Amino- 
saureebene mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 und die enzymatische Eigenschaft einer 
^-Cyclase aufweist. 

Dabei kann es sich um eine naturiiche p-Cyclase-Sequenz handeln, die wie vor- 
30 stehend beschrieben'durch Identitatsvergleich der Sequenzen Oder mit Hybridi- 
sierungstechniken aus anderen Organismen gefunden werden kann oder um eine 
kunstliche p-Cyclase-Sequenz die ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO: 2 durch 
kunstliche Variation, beispielsweise durch Substitution, Insertion Oder Deletion von 
Aminosauren abgewandelt wurde. 

35 

Unter dem Begriff "Substitution" ist in der Beschreibung der Austausch einer Oder 
' mehrerer Aminosauren durch eine oder mehrere Aminosauren zu verstehen. Bevor- 
zugt werden sog. konservative Austausche durchgefiihrt, bei denen die ersetzte 
Aminosaure eine ahnliche Eigenschaft hat wie die urspriingliche Aminosaure, bei- 



10 



15 



0) 
(ii) 
OH) 
(iv) 

(v) 
(vi) 
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spielsweise Austausch von Glu durch Asp, Gin durch Asn, Val durch lie, Leu durch He, 
Ser durch Thr. 

Deletion ist das Ersetzen einer Aminosaure durch eine direkte Bindung. Bevorzugte 
Positionen fur Deletionen sind die Termini des Polypeptides und die Verknupfungen 
zwischen den einzelnen Proteindomanen. 

Insertionen sind Einfugungen von Aminosauren in die Polypeptidkette, wobei formal 
eine direkte Bindung durch ein oder mehrere Aminosauren ersetzt wird. 

Unter Identitat zwischen zwei Proteinen wird die Identitat der Aminosauren uber 
die jeweils gesamte Proteinlange verstanden, insbesondere die Identitat die durch 
Vergleich mit Hitfe der Lasergene Software der Firma DNASTAR, inc. Madison, 
Wisconsin (USA) unter Anwendung der Clustal Methode (Higgins DG f Sharp PM. Fast 
and sensitive multiple sequence alignments on a microcomputer. Comput Appl. BioscL 
1989 Apr;5(2):151-1) unter Einstellung folgender Parameter berechnet wird: 

Multiple alignment parameter: 
Gap penalty 10 
Gap length penalty 10 

Pairwtse alignment parameter: 
K-tuple 1 
Gap penalty 3 
Window 5 
Diagonals saved 5 

Unter einem Protein, das eine Identitat von mindestens 20 % auf Aminosaureebene mit 
einer bestimmten Sequenz aufweist, wird dementsprechend ein Protein verstanden, 
das bei einem Vergleich seiner Sequenz mit der bestimmten Sequenz insbesondere 
nach obigen Programmlogarithmus mit obigem Parametersatz eine Identitat von min- 
destens 20 % aufweist. 

Unter einem Protein, das eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 2 aufweist, wird dementsprechend ein Protein verstanden, 
das bei einem Vergleich seiner Sequenz mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 insbesondere 
nach obigen Programmlogarithmus mit obigem Parametersatz eine Identitat von min- 
destens 60 % aufweist. 
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Geeignete Nukieinsauresequenzen sind beispielsweise durch Ruckubersetzung der 
Polypeptidsequenz gemaB dem genetischen Code erh§ltlich. 

Bevorzugt werden dafur solche Codons verwendet, die entsprechend der pflanzspezifi- 
5 schen codon usage hauflg verwendet werden. Die codon usage iasst sich unhand von 
Computerauswertungen anderer, bekannter Gene der betreffenden Organismen leicht 
ermitteln. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform bringt man eine Nukleinsaure, 
10 enthaltend die Sequenz SEQ ID NO: 1 in die Pflanze ein. 

Alle vorstehend erwahnten p-Cydase-Gene sind weiterhin in an sich bekannter Welse 
durch chemische Synthese aus den Nukleotidbausteinen wie beispielsweise durch 
Fragmentkondensation einzelner uberlappender, komplementarer Nukleinsaurebau- 

15 steine der Doppelhellx herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann 
beispielsweise, in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode (Voet, Voet, 
2. Auflage, Wiley Press New York, S. 896-897) erfolgen. Die Anlagerung synthetischer 
Oligonukleotide und Auffullen von Lucken mithiife des Klenow-Fragmentes der DNA- 
Polymerase und Ligationsreaktionen sowle allgemeine Klonierungsverfahren werden in 

20 Sambrook et al. (1989), Molecular cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, beschrieben, 

Im erfindungsgemaBen Verfahren erfolgt die Expression der p-Cyclase, enthaltend die 
Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 
25 Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von 
mindestens 60 % auf Aminos^ureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, 
unter Kontrolle von Regulationssignalen, vorzugsweise einem Promotor und plasti- 
daren Transitpeptiden, die die Expression der p-Cyclase in den Pflanzengeweben, 
enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide, gewahrleisten. 

30 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform verwendet man genetisch veranderte Pflanzen, 
die in Rlanzengeweben, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide, die hochste 
Expressionsrate der p-Cyclase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ, ID. NO. 2 
Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Amino- 
35 s^uren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaure- 
ebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, aufweisen. 

Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht, dass die Expression der erfindungsgemaBen 
p-Cyclase unter Kontrolle eines fur das Pflanzengewebe spezifischen Promotors 
40 erfolgt. 
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Fur den vorstehend beschriebenen Fall, dass die Expression in Bluten erfolgen soli ist 
es vorteilhaft, dass die Expression der erfindungsgemaBen p-Cyclase unter Kontrolle 
eines blutenspezifischen oder bevorzugter petalenspezifischen Promotors erfolgt. 

5 

Fur den vorstehend beschriebenen Fall, dass die Expression in Fruchten erfolgen soli 
ist es vorteilhaft, dass die Expression der erfindungsgemaBen p-Cyclase unter 
Kontrolle eines fruchtspezifischen Promotors erfolgt. 

10 Fur den vorstehend beschriebenen Fall, dass die Expression in Knollen erfolgen soil ist 
es vorteilhaft, dass die Expression der erfindungsgemaBen p-Cyclase unter Kontrolle 
eines knollenspezifischen Promotors erfolgt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden genetisch veranderte Pflanzen kultiviert, 
1 5 die gegenuber dem Wildtyp zusatzlich eine erhdhte Hydroxylase-Aktivitat aufweiseri. 

Unter Hydroxylase-Aktivitat wird die Enzymaktivitat einer p-Carotin-Hydroxylase 
verstanden, die im folgenden Hydroxylase genannt wird. 

20 Unter einer Hydroxylase wird ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat 
aufweist, am, gegebenenfalls substituierten, p-lonon-Ring von Carotinoiden eine 
Hydroxy-Gruppe einzufuhren. 

Insbesondere wird unter einer Hydroxylase ein Protein verstanden, das die 
25 enzymatische Aktivitat aufweist, p-Carotin in Zeaxanthin umzuwandeln. 

Dementsprechend wird unter Hydroxyase-Aktivitat die in einer bestimmten Zeit durch 
das Protein Hydroxylase umgesetzte Menge p-Carotin bzw. gebildete Menge Zea- 
xanthin verstanden. 

30 

Bei einer erhohten Hydroxylase-Aktivitat gegenuber dem Wildtyp wird somit im 
Vergleich zum Wildtyp in einer bestimmten Zeit durch das Protein Hydroxylase die 
umgesetzte Menge p-Carotin bzw. die gebildete Menge Zeaxanthin erhoht. 

35 Vorzugsweise betragt diese Erhohung der Hydroxylase-Aktivitat mindestens 5 %, 
weiter bevorzugt mindestens 20 %, weiter bevorzugt mindestens 50 %, weiter bevor- 
zugt mindestens 100 %, bevorzugter mindestens 300 %, noch bevorzugter mindestens 
500 %, insbesondere mindestens 600 % der Hydroxylase-Aktivitat des Wildtyps. 
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Unter der nachstehend beschriebenen "endogenen fJ-Hydroxylase" wird die pfianzen- 
eigene, endogene Hydroxylase verstanden. Die Bestimmung der Aktivitat erfolgt 
analog. 

5 Die Bestimmung der Hydroxylase-Aktiv'rtat in erfindungsgemaBen genetisch ver- 
anderten Pflanzen und in Wildtyp- bzw. Referenzpf lanzen erfolgt vorzugsweise unter 
folgenden Bedingungen: 

Die Aktivitat der Hydroxylase wird nach Bouvier et al. (Biochim. Biophys. Acta 1391 
10 (1998), 320-328) in vitro bestimmt Es wird zu einer bestimmten Menge an Pflanzenex- 
trakt Ferredoxin, Ferredoxin-NADP Oxidoreductase, Katalase, NADPH sowie beta- 
Carotin mit Mono- und Digaiaktosylglyzeriden zugegeben. 

Besonders bevorzugt erfolgt die Bestimmung der Hydroxylase-Aktivitat unter folgen- 
15. den Bedingungen nach Bouvier, Keller, d'Harlingue und Camara (Xanthophyll bio- 
synthesis: molecular and functional characterization of carotenoid hydroxylases from 
pepper fruits (Capsicum annuum L; Biochim. Biophys. Acta 1391 (1998), 320-328): 

Der in-vitro Assay wird in einem Volumen von 0.250 ml Volumen durchgefuhrt Der 
20 Ansatz enthalt 50 mM Kaliumphosphat (pH 7.6), 0.025 mg Ferredoxin von Spinat, 
0.5 Einheiten Ferredoxin-NADP+ Oxidoreduktase von Spinat, 0.25 mM NADPH, 
0.010 mg beta-Carotin (in 0.1 mg Tween 80 emulgiert), 0.05 mM einer Mischung 
von Mono- und Digaiaktosylglyzeriden (1:1), 1 Einheit Katalyse, 200 Mono- und 
Digaiaktosylglyzeriden, (1:1), 0.2 mg Rinderserumalbumin und Pflanzenextrakt in 
25 unterschiedlichem Volumen. Die Reaktionsmischung wird 2 Stunden bei 30C inkubiert. 
Die Reaktionsprodukte werden mit organischem Losungsmittel wie Aceton Oder 
Chloroform/Methanol (2:1) extrahiert und mittels HPLC bestimmt. 

Die Erhohung der Hydroxylase-Aktivitat kann durch verschiedene Wege erfolgen, 
30 beispielsweise durch Ausschalten von hemmenden Regulationsmechanismen 
auf Expressions- und Proteinebene oder durch Erhohung der Genexpression von 
Nukleinsauren kodierend eine Hydroxylase gegenQber dem Wildtyp. 

Die Erhohung der Genexpression der Nukleinsauren kodierend eine Hydroxylase 
35 gegenQber dem Wildtyp kann ebenfalls durch verschiedene Wege erfolgen, beispiels- 
weise durch Induzierung des Hydroxylase-Gens durch Aktivatoren oder durch Ein- 
bringen von einer Oder mehrerer Hydroxylase-Genkopien, also durch Einbringen min- 
destens einer Nukleinsaure kodierend eine Hydroxylase in die Pflanze. 
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Unter Erhohung der Genexpression einer Nukleinsaure codierend eine Hydroxylase 
wird erfindungsgemaG auch die Manipulation der Expression der Pflanzen eigenen, 
endogenen Hydroxylase verstanden. 

5 Dies kann beispielsweise durch Veranderung der Promotor DNA-Sequenz fur Hydroxy- 
lasen kodierende Gene erreicht werden. Eine solche Veranderung, die eine erhohte 
Expressionsrate des Gens zur Folge hat, kann beispielsweise durch Deletion Oder 
Insertion von DNA Sequenzen erfolgen. 

10 Es ist, wie vorstehend beschrieben, mfiglich, die Expression der endogenen Hydroxy- 
lase durch die Applikation exogener Stimuli zu verandern. Dies kann durch besondere 
physiologische Bedingungen, also durch die Applikation von Fremdsubstanzen 
erfolgen. 

15 Des weiteren kann eine veranderte bzw. erhohte Expression eines endogenen 
Hydroxylase-Gens dadurch erzielt werden, dass ein in der nicht transformierten 
Pflanze nicht vorkommendes Regulator-Protein mit dem Promotor dieses Gens in 
Wechselwirkung tritt. 

20 Solch ein Regulator kann ein chimares Protein darstellen, welches aus einer DNA- 
Bindedomane und einer Transkriptionsaktivator-Domane besteht, wie beispielsweise 
in WO 96/061 66 beschrieben. 

Bei bestimmten bevorzugten Pflanzen, bei denen der Schwerpunkt der Biosynthese 
25 auf dem a-Carotinoid-Weg liegt, wie beispielsweise Pflanzen der Gattung Tagetes, ist 
es vorteilhaft, die endogene p-Hydroxylase-Aktivitat zu reduzieren und die Aktivittat von 
exogenen Hydroxylasen zu erhohen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die ErhQhung der Genexpression einer 
30 Nukleinsaure kodierend eine Hydroxylase durch Einbringen von mindestens einer 
Nukleinsaure kodierend eine Hydroxylase in die Pflanze. 

Dazu kann prinzipiell jedes Hydroxylase-Gen, also jede Nukleinsaure, die eine 
Hydroxylase codiert, verwendet werden. 

35 

Bei genomischen Hydroxylase-Sequenzen aus eukaryontischen Quellen, die Introns 
enthalten, sind fur den Fall das die Wirtspflanze nicht in der Lage ist Oder nicht in die 
Lage versetzt werden kann, die entsprechende Hydroxylase zu exprimieren, bevorzugt 
bereits prozessierte Nukleinsauresequenzen, wie die entsprechenden cDNAs zu ver- 
40 wenden. 
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Beispiele fur ein Hydroxylase-Gene sind: 

eine Nukleinsaure, kodierend eine Hydroxylase aus Haematococcus pluvialis, Acces- 
sion AX038729, WO 0061764); (Nukleinsaure: SEQ ID NO; 3, Protein: SEQ ID NO: 4), 

sowie Hydroxylasen der folgenden Accession Nummern: 

lemblCAB55626.1, CAA70427.1, CAA70888.1, CAB55625.1, AF499108.1, 
AF31 5289.1, AF296158.J, AAC49443.1, NP_1 94300-1, NP.200070.1, AAG 10430.1, 
CAC0671 2.1 , AAM8861 9.1 , CAC951 30.1 , AAL80006.1 , AF1 62276.1 , AAOS3295.1 , 
AAN85601.1, CRTZ.ERWHE, CRTZ_PANAN, BAB79605.1, CRTZ.ALCSP, 
CRTZ_AGRAU, CAB56060.1, ZP.00094836.1, AAC44852.1, BAC77670.1, 
NP.745389.1, NPJ344225.1, NP.849490.1, ZPJD0087019.1, NP_503072.1, 
NP.85201 2.1 , NP_1 1 5929.1 , ZP JJ001 3255.1 

Eine besonders bevorzugte Hydroxylase ist weiterhin die Hydroxylase aus Tomate 
(Acc.No. LEY14810) (Nukleinsaure: SEQ ID NO: 5; Protein: SEQ ID NO. 6). 

In den erfindungsgemaBen bevorzugten transgenen Rlanzen liegt also in dieser 
bevorzugten Ausfuhrungsform gegenuber dem Wildtyp mindestens ein weiteres 
Hydroxylase-Gen vor. 

In dieser bevorzugten Ausfuhrungsform weist die genetisch verSnderte Pflanze 
beispielsweise mindestens eine exogene Nukleinsaure, kodierend eine Hydroxylase 
oder mindestens zwei ehdogene NukleinsSuren, kodierend eine Hydroxylase auf . 

Bevorzugt verwendet man in vorstehenchbeschriebener bevbrzugter Ausfuhrungsform 
als Hydroxylase-Gene Nukleinsauren, die Proteine kodieren, enthaltend die Amino- 
sSuresequenz SEQ ID NO: 6 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 
Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat 
von mindestens 20 %, vorzugsweise mindestens 50 %, bevorzugter mindestens 70%, 
noch bevorzugter mindestens 90 %, am bevorzugtesten mindestens 95 % auf Amino- 
saureebene mit der Sequenz SEQ ID NO: 6, und die die enzymatische Eigenschaft 
einer Hydroxylase aufweisen. 

Weitere Beispiele fur Hydroxylasen und Hydroxylase-Gene lassen sich beispielsweise 
aus verschiedenen Organismen, deren genomische Sequenz bekannt ist, wie vor- 
stehend beschrieben, durch Homologievergleiche der Aminosauresequenzen oder 
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der entsprechenden ruckubersetzten Nukleinsauresequenzen aus Datenbanken 
mit der SeQ ID NO: 6 leicht auffinden. 

Weitere Beispiele fur Hydroxylasen und Hydroxylase-Gene lassen sich weiterhin bei- 
5 spielsweise ausgehend von der Sequenz SEQ ID NO: 5 aus verschiedenen Organis- 
men deren genomische Sequenz nicht bekannt ist, wie vorstehend beschrieben, durch 
Hybridisierungs- und PCR-Techniken in an sich bekannter Weise leicht auffinden. 



In einer weiter besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden zur Erhohung der 
10 Hydroxylase-AkHvitat Nukleinsauren in Organismen eingebracht, die Proteine kodieren, 
enthaltend die Aminosauresequenz der Hydroxylase der Sequenz SEQ ID NO: 6. 



Geeignete Nukleinsauresequenzen sind beispielsweise durch Ruckubersetzung der 
Polypeptidsequenz gemaB dem genetischen Code erhaltlich. 

15 

Bevorzugt werden daf ur solche Codons verwendet, die entsprechend der pflanzen- 
spezifischen codon usage haufig verwendet werden. Die codon usage lasst sich 
anhand von Computerauswertungen anderer, bekannter Gene der betreffenden 
Organismen leicht ermitteln. 

20 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform bringt man eirie Nukleinsaure, 
enthaltend die Sequenz SEQ ID NO: 5 in den Organismus ein. 

Alle vorstehend erwahnten Hydroxylase-Gene sind weiterhin in an sich bekannter 
25 Weise durch chemische Synthese aus den Nukleotidbausteinen wie beispielsweise 
durch Fragmentkondensation einzelner uberlappender, komplementarer Nukleinsaure- 
bausteine der Doppelhelix herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden 
kann beispielsweise, in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode (Voet, 
Voet, 2. Auflage, Wiley Press New York, Seite 896-897) erfolgen. Die Anlagerung 
30 synthetischer Oligonukleotide und AuffQIIen.von Lucken mithilfe des Klenow-Frag- 
mentes der DNA-Polymerase und Ligationsreaktionen sowie allgemeine Klonierungs- 
verfahren werden in Sambrook et al. (1989), Molecular cloning: A laboratory manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben. 

35 Vorzugsweise erfolgt die Expression der Hydroxylase im erfindungsgemaBen Ver- 
fahren unter Kontrolle von Regulationssignalen, vorzugsweise einem Promotor und 
plastidaren Transitpeptiden, die die Expression der Hydroxylase in den Pflanzen- 
geweben, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide, gewahrleisten. 
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In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform verwendet man genetisch verander- 
te RIanzen, die in Pflanzengeweben, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide, die 
hochste Expressionsrate der Hydroxylase aufweisen. 

5 Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht, dass die Expression der Hydroxylase unter 
Kontrolle eines fur das RIanzengewebe spezifischen Promotors erfolgt. 

Fur den vorstehend beschriebenen Fall, dass die Expression in Bluten erfolgen soli ist 
es vorteilhaft, dass die zusatzliche Expression der Hydroxylase unter Kontrolle eines 
10 blutenspezifischen Oder bevorzugter petalenspezifischen Promotors erfolgt. 

Fur den vorstehend beschriebenen Fall, dass die Expression in Fruchten erfolgen soil 
ist es vorteilhaft, dass die zusatzliche Expression der Hydroxylase unter Kontrolle eines 
fruchtspezifischen Promotors erfolgt. 

15 

Fur den vorstehend beschriebenen Fall, dass die Expression in Knollen erfolgen soil ist 
es vorteilhaft, dass die zusatzliche Expression der Hydroxylase unter Kontrolle eines 
knollenspezifischen Promotors erfolgt. 

20 In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens weisen die genetisch 
veranderten Pf lanzen gegenuber dem Wildtyp zusatzlich eine reduzierte Aktivitat 
mindestens einer der Aktivitaten, ausgewahlt aus der Gruppe e-Cyclase-Aktivitat und 
endogene p-Hydroxylase Aktivitat auf. 

25 Unter e-Cyclase-Aktivitat wird die Enzymaktivitat einer e-Cyclase verstanden. 

Unter einer e-Cyclase wird ein Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat 
aufweist, einen endstandigen, linearen Rest von Lycopin in einen e-lonon-Ring zu 
uberfuhren. 

30 

Unter einer e-Cyclase wird daher insbesondere ein Protein verstanden, das 
die enzymatische Aktivitat aufweist, Lycopin in 5-Carotin umzuwandeln. 

Dementsprechend wird unter e-Cyclase-Aktivitat die in einer bestimmten Zeit durch 
35 das Protein e-Cyclase umgesetzte Menge Lycopin bzw. gebildete Menge 5-Carotin 
verstanden. 

Bei einer reduzierten e-Cyclase-Aktivitat gegenuber dem Wildtyp wird somit im 
Vergleich zum Wildtyp in einer bestimmten Zeit durch das Protein e-Cyclase die 
40 umgesetzte Menge Lycopin bzw. die gebildete Menge 5-Carotin reduziert 
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Die Bestimmung der e-Cyclase-Aktivitat in erfindungsgemaBen genetisch veranderten 
Pflanzen und in Wildtyp- bzw. Referenzpflanzen erfolgt vorzugsweise unter folgenden 
Bedingungen: 

5 

Die e-Cyclase-Aktivitat kann nach Fraser und Sandmann (Biochem. Biophys. Res. 
Comm. 185(1) (1992) 9-15)/n vitro bestimmt werden, wenn zu einer bestimmten Menge 
an Pflanzenextrakt Kaliumphosphat als Puffer (ph 7.6), Lycopin ais Substrat, Stroma- 
protein von Paprika, NADP+, NADPH und ATP zugegeben werden. 

10 

Die Bestimmung der e-Cyclase-Aktivitat in erfindungsgemaBen genetisch veranderten 
Pflanzen und in Wildtyp- bzw. Referenzpflanzen erfolgt besonders bevorzugt nach 
Bouvier, d'Harlingue und Camara (Molecular Analysis of carotenoid cyclase inhibition; 
Arch. Biochem. Biophys. 346(1) (1997) 53-64): 

15 .; 

Der in-vitro Assay wird in einem Volumen von 0.25 ml durchgefQhrt. Der Ansatz enthalt 
50 mM Kaliumphosphat (pH 7.6),unterschiedliche Mengen an Pflanzenextrakt, 20 nM 
Lycopin, 0.25 mg an chromoplastidarem Stromaprotein aus Paprika, 0.2 mM NADP+, 
0.2 mM NADPH und 1 mM ATP. NADP/NADPH und ATP werden in 0.01 ml Ethanol 
20 mit 1 mg Tween 80 unmittelbar vor der Zugabe zum Inkubationsmedium gel6st. Nach 
einer Reaktionszeit von 60 Minuten bei 30C wird die Reaktion durch Zugabe von 
Chloroform/Methanol (2:1) beendet. Die in Chloroform extrahierten Reaktionsprodukte 
werden mittels HPLC analysiert. 

25 Ein alternativer Assay mit radioaktivem Substrat ist beschrieben in Fraser und Sand- 
mann (Biochem. Biophys. Res. Comm. 185(1) (1992) 9-15). Eine weitere analytische 
Methode ist beschrieben in Beyer, Kroncke und Nievelstein (On the mechanism of the 
lycopene isomerase/cyclase reaction in Narcissus pseudonarcissus L chromopast, 
J. Biol. Chem. 266(26) (1 991 ) 1 7072-1 7078). 

30 

Unter endogener ^-Hydroxylase -Aktivitat wird die Enzymaktivitat der endogenen, 
pflanzeneigenen p-Hydroxylase verstanden. 

Unter einer endogenen p-Hydroxylase wird eine endogene, pflanzeneigene Hxdroxy- 
35 lase wie vorstehend beschrieben, verstanden. Ist beispielsweise Tagetes errecta die 
genetisch zu verandernde Zielpflanze, so wird unter der endogenen p-Hydroxylase die 
p-Hydoxylase von Tagetes errecta verstanden. 
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Unter einer endogenen p-Hydroxylase wird demnach insbesondere ein pflanzen- 
eigenes Protein verstanden, das die enzymatische Aktivitat aufweist, p-Carotin in 
Zeaxanthin umzuwandeln. 

5 Dementsprechend wird unter endogener p-Hydroxylase-Aktivitat die in einer bestimm- 
ten Zeit durch das Protein endogene p-Hydroxylase urrigesetzte Menge p-Carotin bzw. 
gebildete Menge Zeaxanthin verstanden. 

Bei einer reduzierten endogenen p-Hydroxylase-Aktivitat gegenuber dem Wildtyp 
10 wird somit im Vergieich zum Wildtyp in einer bestimmten Zeit die durch das Protein 
endogene p-Hydroxylase umgesetzte Menge p-Carotin bzw. die gebildete Menge 
Zeaxanthin reduziert. 

Vorzugsweise betragt diese Reduzierung der endogenen p-Hydroxylase-Aktivitat 
. 15 mindestens 5 %, weiter bevorzugt mindestens 20 %, weiter bevorzugt mindestens 
50 %, weiter bevorzugt 100 %. Besonders bevorzugt ist die endogenen p-Hydroxy- 
lase-Aktivitat komplett ausgeschaltet. 

Es wurde uberraschenderweise gefunden, dass es bei Pflanzen die mehrheitlich 
20 Carotinoide des ct-Carotin-Weges, wie beispielsweise Lutein, herstellen, wie bei- 

spielsweise RIanzen der Gattung Tagetes, vorteilhaft ist, die Aktivitat der endogenen 
p-Hydroxylase zu reduzieren und gegebenenfalls die Aktivitat einer heterologen 
Hydroxylase zu erhohen. Besonders bevorzugt werden dabei Hydroxylasen oder 
funktionelle Aquivalente davon verwendet, die aus Pflanzen stammen, die mehrheit- 
25 lich Carotinoide des p-Carotin-Weges herstellen, wie beispielsweiese die vorstehend 
beschriebene p-Hydroxyiase aus Tomate (Nukleinsaure: SEQ ID No. 5, Protein: 
SEQ ID No. 6). 

Konnen wir das hier schon antizipieren? 

30 

Die Bestimmung der endogenen p-Hydroxylase Aktivtat erfolgt wie vorstehend 
beschrieben analog zur Bestimmung der Hydroxylase-Aktivitat 

Unter einer reduzierten e-Cyclase-Aktivitat bzw. Hydroxylase-Aktivitat wird vorzugs- 
35 weise die teiiweise Oder im wesentlichen vollstandige, auf unterschiedliche zellbio- 
logische Mechanismen beruhende Unterbindung oder Blockierung der Funktionalitat 
einer e-Cyclase bzw. Hydroxylase in einer pflanzlichen Zelle, Rlanze oder einem 
davon abgeleiteten Teil, Gewebe, Organ, Zellen oder Samen verstanden. 
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Die Reduzierung der erfindungsgemaSen Enzym-AktMtaten in Pflanzen gegenuber 
dem Wildtyp kann beispielsweise durch Reduzierung der Proteinmenge, Oder der 
mRNA-Menge in der Pflanze erfolgen. Dementsprechend kann eine gegenuber dem 
Wildtyp reduzierte Enzym-Aktivitat direkt bestimmt werden Oder uber die Bestimmung 
5 der Proteinmenge oder der mRNA-Menge der erfindungsgemaGen Pflanze im Ver- 
gleich zum Wildtyp erfolgen. 

Eine Reduzierung der e-Cyclase-Aktivrtat umfasst eine mengenmaBige Verringerung 
einer e-Cyclase bis hin zu einem im wesentlichen vollstandigen Fehlen der e-Cyclase 

1 0 (d.h. f ehlende Nachweisbarkeit von e-Cyclase-Aktivitat oder f ehlende immunologische 
Nachweisbarkeit der e-Cyclase). Vorzugsweise wird die e-Cyclase-Aktivitat (bzw. die 
e-CycIase-Proteinmenge oder die e-Cyclase-mRNA-Menge) in der Pflanze, besonders 
bevorzugt in Bluten im Vergleich zum Wildtyp urn mindestens 5 %, wetter bevorzugt 
urn mindestens 20 %, wetter bevorzugt urn mindestens 50 %, wetter bevorzugt urn 

15 1 00 % reduziert. Insbesondere meint "Reduzierung" auch das vollstandigen Fehlen 
der e-Cyclase-Aktivitat (bzw. des e-Cyclase-Proteins oder der e-Cyclase-mRNA). 

Eine Reduzierung der endogenen p-Hydroxylase-Aktivitat umfasst eine mengenmaBige 
Verringerung einer endogenen p-Hydroxylase bis hin zu einem im wesentlichen 

20 vollstandigen Fehlen der endogenen p-Hydroxylase (d.h, fehlende Nachweisbarkeit 
vop endogener p-Hydroxylase-Aktivitat oder fehlende immunologische Nachweisbar- 
keit der endogenen p-Hydroxylase). Vorzugsweise wird dip endogene p-Hydroxylase- 
Aktivitat (bzw. die endogenen p-Hydroxylase-Proteinmenge oder die endogenen 
P-Hydroxylase-mRNA-Menge) in der Pflanze, besonders bevorzugt in Bluten im 

25 Vergleich zum Wildtyp urn mindestens 5 %, wetter bevorzugt urn mindestens 20 %, 
wetter bevorzugt urn mindestens 50 %, wetter bevorzugt urn 100 % reduziert. Ins- 
besondere meint "Reduzierung 1 ' auch das vollstandigen Fehlen d?r endogenen 
p-Hydroxylase-Aktivitat (bzw. des endogenen p-Hydroxylase-Proteins Oder der 
endogenen p-Hydroxylase-mRNA). 



30 



Vorzugsweise erfolgt die Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat und/oder der endogenen 
p-Hydroxylase Aktivitat in Pflanzen durch mindestens eines der nachfolgenden 
Verfahren: 



35 a) Einbringen mindestens einer doppelstrangigen e-Cyclase- Ribonukleinsaure- 
sequenz und/oder endogenen p-Hydroxylase-Ribonukleinsauresequenz oder 
einer deren Expression gewahrleistenden Expressionskassette oder Expressi- 
onskassetten in Pflanzen. Umfasst sind solche Verfahren, bei denen die dsRNA 
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gegen ein Gen (also genomische DNA-Sequenzen wie die Promotorsequenz) 
Oder ein Transkript (also mRNA-Sequenzen) gerichtet ist, 

b) Einbringen mindestens einer e-Cyciase-antisense-Ribonukleinsauresequenz 

5 und/oder endogenen p-Hydroxylase-antisense-Ribonukleinsauresequenz oder 

einer deren Expression gewahrleistenden Expressionskassette oder Expressi- 
onskasetten in Pfianzen. Umfasst sind solche Verfahren, bei denen die anti- 
senseRNA gegen ein Gen (also genomische DNA-Sequenzen) oder ein Gen- 
transkript (also RNA-Sequenzen) gerichtet ist. Umfasst sind auch a-anomere 
1 0 Nukleinsauresequenzen, 

c) Einbringen mindestens einer e-Cyclase-antisense-Ribonukieinsauresequenz 
und/oder endogenen p-Hydroxylase-antisense-Ribbnukleinsauresequenz jeweils 
kombiniert mit einem Ribozym oder einer deren Expression gewahrleistenden 

.15 I Expressionskassette oder Expressionskassetten in Pfianzen, 

d) Einbringen mindestens einer e-Cyclase-sense-RibonukleinsSuresequenz 
und/oder endogenen p-Hydroxylase-sense-Ribonukleinsauresequenz zur 
Induktion einer Kosuppression oder einer deren Expression gewahrleistenden 

20 Expressionskassette oder Expressionskasetten in Pfianzen, 

e) Einbringen mindestens eines DNA-oder Protein-bindenden Faktors gegen ein 
e-Cyclase-Gen, -RNA oder -Protein und/oder endogenes (3-Hydroxylase-Gen, - 
RNA oder -Protein oder einer dessen Expression gewahrleistenden Expressi- 

25 onskassette oder Expressionskasetten in Pfianzen, 

f) Einbringen mindestens einer den e-Cydase-RNA und/oder endogenen 
p-Hydroxylase-RNA-Abbau bewirkenden viralen Nukleinsauresequenz oder 
Nukleinsauresequenzen oder einer deren Expression gewahrleistenden Expres- 

30 sionskassette oder Expressionskasetten in Pfianzen, 

g) Einbringen mindestens eines Konstruktes zur Erzeugung einer Insertion, 
Deletion, Inversion Oder Mutation in einem e-Cyclase-Gen und/oder endogenem 
p-Hydroxylase-Gen in Pfianzen. Die Methode umfasst das Einbringen minde- 

35 stens eines Konstruktes zur Erzeugung eines Funktionsveriustes, wie beispiels- 

weise die Generierung von Stopp-Kodons oder eine Verschiebungen im Lese- 
raster, an einem Gen beispielsweise durch Erzeugung einer Insertion, Deletion, 
Inversion oder Mutation in einem Gen, Bevorzugt konnen Knockout-Mutanten 
mittels gezielter Insertion in besagtes Gen durch homologe Rekombination oder 
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Einbringen von sequenzspezifischen Nukleasen gegeri die entsprechenden 
Gensequenzen generiert werden. 

Dem Fachmann ist bekannt, dass auch weitere Verfahren im Rahmen der vorliegenden 
5 Erfindung zur Verminderung einer e-Cyclase und/oder endogenen (3-Hydroxylase bzw. 
seiner Aktivitat Oder Funktion eingesetzt werden konnen. Beispielsweise kann auch 
das Einbringen einer dominant-negativen Variante einer e-Cyclase bzw. endogenen 
p-Hydroxylase Oder einer deren Expression gewahrleistenden Expressionskassette 
vorteilhaft sein. Dabei kann jedes einzelne dieser Verfahren eine Verminderung der 

10 Proteinmenge, mRNA-Menge und/oder Aktivitat einer e-Cyclase bzw. endogenen 
p-Hydroxylase bewirken. Auch eine kombinierte Anwendung ist denkbar. Weitere 
Methoden sind dem Fachmann bekannt und konnen die Behinderung oder Unter- 
bindung der Prozessierung der e-Cyclase bzw. endogenen p-Hydroxylase, des 
Transports der e-Cyclase bzw. endogenen p-Hydroxylase Oder deren mRNAs, 

15 Hemmung der Ribosomenanlagerung, Hemmung des RNA-SpleiBens, Induktion 
eines e-Cyclase-RNA bzw. endogenen p-Hydroxylase-RNA abbauenden Enzyms 
und/oder Hemmung der Translationselongation Oder -termination umfassen. 

Die einzelnen bevorzugten Verfahren seien infolge durch beispielhafte Ausfuhrungs- 
20 formen beschrieben: 

a) Einbringen einer doppelstrangigen e-Cyclase-Ribonukleinsauresequenz 
(e-Cyclase-dsRNA) bzw. doppelstrangigen endogenen p-Hydroxylase- 
Ribonukleinsauresequenz (endogene p-Hydroxylase-dsRNA) 

25 

Das Verfahren der Genregulation mittels doppelstrangiger RNA ("double-stranded 
RNA interference"; dsRNAi) ist bekannt und beispielsweise in Matzke MA et al. (2000) 
Plant Mol Biol 43:401 -41 5; Fire A. et al (1 998) Nature 391 :806-81 1 ; WO 99/3261 9; 
WO 99/53050; WO 00/68374; WO 00/44914; WO 00/44895; WO 00/49035 Oder 
30 WO 00/63364 beschrieben. Auf die in den angegebenen Zitaten beschriebenen 
Verfahren und Methoden wird hiermit ausdrflcklich Bezug genommen. 

Unter "Doppelstrangiger Ribonukleinsauresequenz" wird erfindungsgemaB eine Oder 
mehr Ribonukleinsauresequenzen, die aufgrund komplementarer Sequenzen theo- 
35 retisch, beispielsweise gemSB den Basenpaarregeln von Waston und Crick und/oder 
faktisch, beispielsweise aufgrund von Hybridisierungsexperimenten, in vitro und/oder 
in vivo in der Lage sind,.doppelstrangige RNA-Strukturen auszubilden. 

Dem Fachmann ist bewusst, dass die Ausbildung von doppelstrangigen RNA- 
40 Strukturen, einen Gleichgewichtszustand darstellt. Bevorzugt ist das Verhaltnis von 
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doppelstrangigen Molekulen zu entsprechenden dissozierten Formen mindestens 1 zu 
10, bevorzugt 1:1 , besonders bevorzugt 5:1, am meisten bevorzugt 10:1. 

Unter einer doppelstrangigen e-Cyclase-Ribonukleinsauresequenz Oder auch 
5 e-Cyclase-dsRNA wird vorzugsweise ein RNA-Molekul verstanden, das einen Bereich 
mit Doppel-Strang-Struktur aufweist und in diesem Bereich eine Nukleinsauresequenz 
enthalt, die 

a) mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen e-Cyclase-Transkripts identisch 
10 istund/oder 

b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen e-Cyclase-Promotor-Sequenz 
identisch ist 

1 5 InrerfindungsgemaBen Verfahren bringt man daher zur Reduzierung der e-Cyclase- 
Aktivitat bevorzugt in die Pflanze eine RNA ein, die einen Bereich mit Doppel-Strang- 
Struktur aufweist und in diesem Bereich eine Nukleinsauresequenz enthalt, die 

a) mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen e-Cyclase-Transkripts identisch 
20 ist und/oder 

b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen E-Cyclase-Promotor-Sequenz 
identisch ist 

25 Unter dem Begriff "e-Cyclase-Transkript" wird der transkribierte Teil eines e-Cydase- 
Gens verstanden, der neben der e-Cyclase kodierenden Sequenz beispielsweise auch 
nichtkodierende Sequenzen, wie beispielsweise auch UTRs enthalt. 

Unter einer RNA, die "mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen e-Cyclase- 
30 Promotor-Sequenz identisch ist" , ist vorzugsweise gemeint, dass die RNA-Sequenz 
mit mindestens einem Teil des theoretischen Transkriptes der s-Cyclase-Promotor- 
Sequenz, also der entsprechenden RNA-Sequenz, identisch ist. 

Unter "einem Teil" des Pflanze eigenen e-Cyclase-Transkripts bzw. der Pflanze 
35 eigenen e-Cyclase-Promotor-Sequenz werden Teilsequenzen verstanden, die von 
wenigen Basenpaaren bis hin zu vollstandigen Sequenzen des Transkripts bzw. der 
Promotorssequenz reichen konnen. Die optimale Lange der Teilsequenzen kann der 
Fachmann durch Routineversuche leicht ermitteln. 
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Unter einer doppelstrangigen endogenen p-Hydroxylase-Ribonukleinsauresequenz 
Oder auch endogene p-Hydroxylase-dsRNA wird vorzugsweise ein RNA-Molekul 
verstanden, das einen Bereich mit Doppel-Strang-Struktur aufweist und in diesem 
Bereich eine Nukleinsauresequenz enthalt, die 

5 

a) mlt mindestens einem Tail des Pflanze eigenen, endogenen p-Hydroxylase- 
Transkripts identisch ist und/oder 

b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen, endogenen p-Hydroxylase- 
1 0 Promotor-Sequenz identisch ist. 

Im erfindungsgemfiGen Verfahren bringt man daher zur Reduzierung der endogenen 
p-Hydroxylase-Aktivitat bevorzugt in die Pflanze eine RNA ein, die einen Bereich mit 
Doppel-Strang-Struktur aufweist und in diesem Bereich eine Nukleinsauresequenz 
15 enthSIt, die 

a) mit mindestens einem Teil des Pflanze eigenen, endogenen p-Hydroxylase- 
Transkripts identisch ist und/oder 

20 b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen, endogenen p-Hydroxylase- 
Promotor-Sequenz identisch ist. 

Unter dem Begriff "endogene p-Hydroxylase-Transkripf wird der transkribierte 
Teil eines endogenen p-Hydroxylase-Gens verstanden, der neben der endogenen 
25 p-Hydroxylase kodierenden Sequenz beispielsweise auch nichtkodierende Sequen- 
zen, wie beispielsweise auch UTRs enthalt. 

Unter einer RNA, die "mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen, endogenen 
P-Hydroxylase-Promotor-Sequenz identisch isf , ist vorzugsweise gemeint, dass die 
30 RNA-Sequenz mit mindestens einem Teil des theoretischen Transkriptes der endo- 
genen p-Hydroxylase-Promotor-Sequenz, also der entsprechenden RNA-Sequenz, 
identisch ist 

Unter "einem Teil" des Pflanze eigenen, endogenen p-Hydroxylase-Transkripts bzw. 
35 der Pflanze eigenen endogenen p-Hydroxylase-Promotor-Sequenz werden Teil- 
sequenzen verstanden, die von wenigen Basenpaaren bis hin zu vollstandigen 
Sequenzen des Transkripts bzw. der Promotorssequenz reichen konnen. Die optimale 
Lange der Teilsequenzen kann der Fachmann durch Routineversuche leicht ermitteln. 
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In der Regel betragt die Lange der Teilsequenzen mindestens 10 Basen und hoch- 
stens 2 kb, bevorzugt mindestens 25 Basen und hochstens 1,5 kb, besonders bevor- 
zugt mindestens 50 Basen und hSchstens 600 Basen, ganz besonders bevorzugt 
mindestens 100 Basen und hSchstens 500, am meisten bevorzugt mindestens 
200 Basen oder mindestens 300 Basen und hdchstens 400 Basen. 

Vorzugsweise werden die Teilsequenzen so ausgesucht, dass eine moglichst hone 
Spezifitat erreicht wird und nicht Aktivitaten anderer Enzyme reduziert werden, deren 
Verminderung nicht erwunscht ist. Es ist daher vorteilhaft fQr die Teilsequenzen der 
dsRNA Teile der Transkripte und/oder Teilsequenzen der Promotor-Sequenzen zu 
wahlen, die nicht in anderen Aktivitaten auftreten. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform entha.lt daher die dsRNA eine 
Sequenz, die mit einem Teil der Pflanze eigenen e-Cyclase-Transkripts bzw. 
endogenen p-Hydroxylase Transkripts identisch ist und das 5'-Ende oder das 
3'-Ende der Pflanze eigenen Nukleinsaure, codierend eine s-Cyclase bzw. endo- 
gene ^-Hydroxylase enthalt. Insbesondere sind nichttranslatierte Bereiche im 5* oder 3* 
des Transkriptes geeignet, selektive Doppel-Strang-Strukturen herzustellen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung bezieht sich auf doppelstrangige RNA-Molekule 
(dsRNA-MolekOle), die bel Einbringen in einen pflanzlichen Organismus (oder eine 
davon abgeleitete Zelle, Gewebe, Organ oder Vermehrungsmaterial) die Verminderung 
einer e-Cyclase bzw. einer endogenen p-Hydroxylase bewirken. 

Ein doppelstrangiges RNA-Molekul zur Reduzierung der Expression einer e-Cyclase 
(e-Cyclase-dsRNA) umfasst dabei bevorzugt 

a) einen "sense"-RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribonukleotidsequenz, 
die im wesentlichen identisch ist zu mindestens einem Teil eines "sense"-RNA-e- 
Cyclase Transkriptes, und 

b) einen "antisense"-RNA-Strang, der zu dem RNA-"sense"-Strang unter a) im 
wesentlichen, bevorzugt vollstandig, komplementaren ist. 

Zur Transformation der Pflanze mit einer endogenen p-Hydroxylase-dsRNA wird 
bevorzugt ein Nukleinsaurekonstrukt verwendet, das in die Pflanze eingebracht wird 
und das in der Pflanze in die endogenen p-Hydroxylase-dsRNA transkripiert wird. 
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Ein doppelstrangige RNA-Molekul zur Reduzierung der Expression einer endogenen 
p-Hydroxylase (endogenen p-Hydroxylase-dsRNA) umfasst dabei bevorzugt 

a) einen "sense"-RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribonukleotidsequenz, 
5 die im wesentlichen identisch ist zu mindestens einem Teil eines "sense"-RNA- 

endogenen (3-Hydroxylase Transkriptes, und 

b) einen "antisense"-RNA-Strang, der zu dem RNA-"sense"-Strang unter a) im 
wesentlichen, bevorzugt vollstandig, kompiementaren ist. 

10 

Zur Transformation der Pflanze mit einer endogenen p-Hydroxylase-dsRNA wird 
bevorzugt ein Nukleinsaurekonstrukt verwendet, das in die Rlanze eingebracht wird 
und das in der Rlanze in die endogene p-Hydroxylase-dsRNA transkripiert wird. 

15 Diese Nukleinsaurekonstrukte werden im folgenden auch Expressionskassetten Oder 
Expressionsvektoren genannt. 

In Bezug auf die dsRNA-MolekQIe wird unter e-Cyclase-NuWeinsauresequenz, bzw. 
das entsprechende Transkript fur die bevorzugte Pflanze Tagetes erecta bevorzugt die 
20 Sequenz gemaS SEQ ID NO: 8 Oder ein Teil derselben verstanden. 

In Bezug auf die dsRNA-Molekule wird unter endogener 0-Hydroxylase-Nukleinsaure- 
sequenz, bzw. das entsprechende Transkript fOr die bevorzugte Pflanze Tagetes 
erecta bevorzugt die Sequenz gemaB SEQ ID NO: 16 Oder ein Teil derselben ver- 
25 standen. 

"Im wesentlichen identisch" meint, dass die dsRNA Sequenz auch Insertionen, 
Deletionen sowie einzelne Punktmutationen im Vergleich zur Zielsequenz aufweisen 
kann und dennoch eine effizient Verminderung der Expression bewirkt. Bevorzugt 
30 betragt die Homologie mindestens 75 %, bevorzugt mindestens 80 %, ganz besonders 
bevorzugt mindestens 90 % am meisten bevorzugt 100 % zwischen dem "sense"- 
Strang .einer inhibitorischen dsRNA und mindestens einem Teil des "sense"-RNA- 
Transkriptes, bzw. zwischen dem "antisense"-Strang dem kompiementaren Strang 
des entsprechenden Gens. 

35 

Eine 100%ige Sequenzidentitat zwischen dsRNA und einem Gentranskript ist nicht 
zwingend erforderlich, urn eine effiziente Verminderung der Protein Expression zu 
bewirken. Demzufolge besteht der Vorteil, dass das Verfahren tolerant ist gegenuber 
Sequenzabweichungen, wie sie infolge genetischer Mutationen, Polymorphismen Oder 
40 evolutionarer Divergenzen vorliegen k6nnen. So ist es beispielsweise moglich mit der 
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dsRNA, die ausgehend von der e-Cyclase Sequenz bzw. endogenen p-Hydroxylase- 
Sequenz des einen Organismus generiert wurde, die s-Cyclase Expression bzw. 
endogene p-Hydroxylase Expression in einem anderen Organismus zu unterdrQcken. 
Zu diesem Zweck umfasst die dsRNA bevorzugt Sequenzbereiche Gentranskripten, 
5 die konservierten Bereichen entsprechen. Besagte konservierte Bereiche konnen aus 
Sequenzvergieichen leicht abgeleitet werden. 

"Im wesentlichen komplementar" meint, dass der n antisense"-RNA-Strang auch 
Insertionen, Deletionen sowie einzelne Punktmutationen im Vergleich zu dem Kom- 
1 0 plement des "sense"-RNA-Stranges aufweisen kann. Bevorzugt betragt die Homologie 
mindestens 80 %, bevorzugt mindestens 90 %, ganz besonders bevorzugt mindestens 
95 %, am meisten bevorzugt 100 % zwischen dem "antisense"-RNA-Strang und dem 
Komplement des "sense"-RNA-Stranges. 

15 In .einer weiteren AusfGhrungsform umfasst die e-Cyclase-dsRNA 

a) einen "sense"-RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribonukleotidsequenz, 
die im wesentlichen identisch ist zu mindestens einem Teil der Promotorsequenz 
eines e-Cyclase-Gens, und 

20 

b) einen "antisense'-RNA-Strang, der zu dem RNA- B sense"-Strang unter a) im 
wesentlichen - bevorzugt vollstandig - komplementaren ist. 

Vorzugsweise wird unter dem Promotorbereich einer e-Cyclase fOr die bevorzugte 
25 Pflanze Tagetes Erecta eine Sequenz gemafl SEQ ID NO: 9 Oder ein Teil der selben 
verstanden. 

Zur Herstellung der e-Cyclase-dsRNA-Sequenzen zur Reduzierung dere-Cyclase- 
Aktivitat werden, insbesondere fur die bevorzugte Pflanze Tagetes erecta, besonders 
30 bevorzugt die folgenden Teil-Sequenzen verwendet: 

SEQ ID NO: 1 0: Sense-Fragment der 5'terminalen Region der e-Cyclase 

SEQ ID NO: 1 1 : Antisense-Fragment der 51erminalen Region der e-Cyclase 

35 

SEQ ID NO: 12: Sense-Fragment der 31erminalen Region der e-Cyclase 
SEQ ID NO: 13: Antisense-Fragment der 3terminalen Region der e-Cyclase 
40 SEQ ID NO: 1 4: Sense-Fragment des e-Cyclase-Promotors 
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SEQ ID NO: 15: Antisense-Fragment des e-Cyclase-Promotors 

In einer weiteren Ausfuhrungsform umfasst die endogene p-Hydroxylase-dsRNA 

5 

a) einen "sense"- RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribonukleotidsequenz, 
die im wesentlichen identisch ist zu mindestens einem Teil der Promotorsequenz 
eines endogenen p-Hydroxylase-Gens, und 

b) einen "antisense"-RNA-Strang, der zu dem RNA-"sense"-Strang unter a) im 
wesentlichen - bevorzugt vollstandig - komplementaren ist. 

Zur Herstellung der endogenen p-Hydroxylase-dsRNA-Sequenzen zur Reduzierung 
der endogenen p-Hydroxylase -Aktivitat werden, insbesondere fur die bevorzugte 
Pf fanze Tagetes erecta, besonders bevorzugt die folgenden Teil-Sequenzen ver- 
wendet: 

SEQ ID NO: 18: Sense-Fragment der Sterminalen Region der endogenen 
p-Hydroxylase 

SEQ ID NO: 1 9: Antisense-Fragment der 5'terminalen Region der endogenen 
p-Hydroxylase 

Die dsRNA kann aus einem oder mehr Strangen von Polyribonukleotiden bestehen. 
Naturlich kSnnen, urn den gleichen Zweck zu erreichen, auch mehrere individuelle 
dsRNA Molekule, die jeweils einen der oben definierten Ribonukleotidsequenz- 
abschnitte umfassen, in die Zelle oder den Organismus eingebracht werden. 

Die doppelstrangige dsRNA-Struktur kann ausgehend von zwei komplementaren, 
separaten RNA-Strangen oder - bevorzugt - ausgehend von einem einzelnen, selbst- 
komplementaren RNA-Strang gebildet werden. In diesem Fall sind "sense"-RNA- 
Strang und "antisense^-RNA-Strang bevorzugt kovalent in Form eines invertierten 
"Repeats" miteinander verbunden. 

Wie z.B. in WO 99/53050 beschrieben, kann die dsRNA auch eine Haamadeistruktur 
umfassen, indem "sense"- und "antisense"-Strang durch eine verbindende Sequenz 
("Linker"; beispielsweise ein Intron) verbunden werden. Die selbstkomplementaren 
dsRNA-Strukturen sind bevorzugt, da sie lediglich die Expression einer RNA-Sequenz 
erfordern und die komplementaren RNA-Strange stets in einem aquimoiaren Verhalt- 
nis umfassen. Bevorzugt ist die verbindende Sequenz ein Intron (z.B. ein Intron des 
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ST-LS1 Gens aus Kartoffel; Vancanneyt GF et al. (1990) Mol Gen Genet 220(2):245- 
250). 

Die Nukleinsauresequenz kodierend fur eine dsRNA kann weitere Elemente bein- 
5 halten, wie beispielsweise Transkriptionsterminationssignale Oder Polyadenylierungs- 
signale. 

1st die dsRNA jedoch gegen die Promotorsequenz eines Enzyms gerichtet, so umfasst 
sie bevorzugt keine Transkriptionsterminationssignale Oder Polyadenylierungssignale. 
1 0 Dies ermoglicht eine Retention der dsRNA im Nukleus der Zeile und verhindert 
eine Verteilung der dsRNA in der gesamten Pf lanze "Spreading"). 



15 



Sollen die zwei Strange der dsRNA in einer Zelle oder Pflanze zusammengebracht 
werden, so kann dies beispielhaft auf folgende Art geschehen: 

a) : Transformation der Zelle oder Pflanze mit einem Vektor, der beide 
Expressionskassetten umfasst, 



b) Kotransformation der Zelle Oder Pflanze mit zwei Vektoren, wobei der eine die 
20 Expressionskassetten mit dem "sense'-Strang, der andere die Expressions- 
kassetten mit dem n antisense B -Strang umfasst. 

c) Kreuzung von zwei individuellen Pflanzenlinien, wobei die eine die Expressions- 
kassetten mit dem n sense"-Strang, die andere die Expressionskassetten mit dem 

25 n antisense*-Strang umfasst. 

Die Bildung der RNA Duplex kann entweder auBerhalb der Zelle oder innerhalb 
derselben initiiert werden. 

30 Die dsRNA kann entweder in vivo oder in vitro synthetisiert werden. Dazu kann eine 
DNA-Sequenz kodierend fur eine dsRNA in eine Expressionskassette unter Kontrolle 
mindestens eines genetischen Kontrollelementes (wie beispielsweise einem Promotor) 
gebracht werden. Eine Polyadenylierung ist nicht erforderlich, ebenso mussen keine 
Elemente zur lnitiierung einer Translation vorhanden sein. Bevorzugt ist die Expressi- 

35 onskassette fur die MP-dsRNA auf dem Transformationskonstrukt oder dem Transfor- 
mationsvektor enthaiten. 



40 



Die Expressionskassetten kodierend fur den "antisense"- und/oder den "sense"-Strang 
einer e-Cyclase -dsRNA oder fur den selbstkomplementaren-Strang der dsRNA, 
werden dazu bevorzugt in einen Transformationsvektor insertiert und mit den unten 
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beschriebenen Verfahren in die pflanzliche Zelle eingebracht. Fur das erfindungs- 
gemaBe Verfahren ist eine stabile Insertion in das Genom vorteilhafL 

Die dsRNA kann in einer Menge eingefuhrt werden, die zumindest eine Kopie pro Zelle 
5 ermoglicht. Hohere Mengen (z.B. mindestens 5, 10, 100, 500 Oder 1000 Kopien pro 
Zelle) konnen ggf . eine effizienter Verminderung bewirken. 

b) Einbringen einer antisense-Ribonukleinsaiuresequenz einer e-Cyclase 
(e-Cyclase-antisenseRNA) bzw. einbringen einer antisense-Ribonuklein- 
1 0 sauresequenz einer endogenen p-Hydroxylase (endogene p-Hydroxylase- 

antisenseRNA) 

Verfahren zur Verminderung eines bestimmten Proteins durch die "antisense"- 
Technologie sind vielfach - auch in Pflanzen - beschrieben (Sheehy et al. (1988) 
1 5 Proc Natl Acad Sci USA 85: 8805-8809; US 4,801 ,340; Mol JN et al. (1 990) FEBS 
Lett 268(2):427-430). 

Das antisense NukleinsauremolekQI hybridisiert bzw. bindet mit der zellularen mRNA 
und/oder genomischen DNA kpdierend fur die zu vermindernde e-Cyclase bzw. 
20 endogene p-Hydroxylase. Dadurch wird die Transkription und/oder Translation 
der e-Cyclase bzw. endogene p-Hydroxylase unterdruckt. 

Die Hybridisierung kann auf konventionelle Art uber die Bildung einer stabilen Duplex 
Oder - im Fall von genomischer DNA - durch Bindung des antisense Nukleinsaure- 
25 molekuls mit der Duplex der genomischen DNA durch spezif ische Wechselwirkung 
in der groBen Furche der DNA-Helix entstehen. 

Eine e-Cyclase-antisense-RNA kann unter Verwendung der furdtese e-Cyclase 
kodierenden Nukleinsauresequenz, beispielsweise der Nukleinsauresequenz gemaB 

30 SEQ ID NO: 7 nach den Basenpaarregeln von Watson und Crick abgeleitet werden. 
Die e-Cyclase-antisenseRNA kann zu der gesamten transkribierten mRNA der 
e-Cyclase komplementar sein, sich auf die kodierende Region beschranken oder 
nur aus einem Oligonukleotid bestehen, das zu einem Teil der kodierenden oder 
nicht-kodierenden Sequenz der mRNA komplementar ist. So kann das Oligonukleotid 

35 beispielsweise komplementar zu der Region sein, die den Translationsstart fur die 
e-Cyclase umfasst. 

Eine endogene p-Hydroxylase-antisense-RNA kann unter Verwendung der fur diese 
endogene p-Hydroxylase kodierenden Nukleinsauresequenz, beispielsweise der 
40 Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO: 16 nach den Basenpaarregeln von Watson 
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und Crick abgeleitet werden. Die endogene p-Hydroxylase -antisenseRNA kann zu der 
gesamten transkribierten mRNA der endogene p-Hydroxylase komplementar sein, sich 
auf die kodierende Region beschranken oder nur aus einem Oligonukleotid bestehen, 
das zu einem Teil der kodierenden oder nicht-kodierenden Sequenz der mRNA 
5 komplementar ist. So kann das Oligonukleotid beispielsweise komplementar zu 
der Region sein, die den Transiationsstart fur die endogene p-Hydroxylase umfasst. 

Die antisenseRNAs konnen eine Lange von zum Beispiel 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 
45 oder 50 Nukleotide haben, kann aber auch langer sein und mindestens 100, 200, 
1 0 500, 1000, 2000 oder 5000 Nukleotide umfassen. Die antisenseRNAs werden im 
Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens bevorzugt rekombinant in der Zielzelle 
exprimiert. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft transgene Expressionskassetten 
1 5 enthaltend eine Nukleinsauresequenz kodierend fur zumindest einen Teil einer 

e-^yclase bzw. endogene p-Hydroxylase, wobei besagte Nukleinsauresequenz mit 
einem in pfianzlichen Organismen funktionellen Promotor in antisense-Orientierung 
funktionell verknupft ist. 

20 Besagte Expressionskassetten konnen Teil eines Transformationskonstruktes oder 
Transformationsvektors sein, oder aber auch im Rahmen einer Kotransformation 
eingefuhrt werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform kann die Expression einer E-Cyclase 
25 bzw. endogenen p-Hydroxylase durch Nukleotidsequenzen inhibiert werden, die - 

komplementar zu der regulatorischen Region eines e-Cyclase-Gens bzw, endogenen 

p-Hydroxylase-Gens (z.B. Promoter und/oder Enhancer) sind und triple-helikale 
-Strukturen mit der dortigen DNA-Doppelhelix ausbilden, so dass die Transkription des 

e-Cyclase-Gens bzw, endogenen p-Hydroxylase-Gens reduziert wird. Entsprechende 
30 Verfahren sind beschrieben (Helene C (1991) Anticancer Drug Res 6(6):569-84; 

Helene C et al. (1992) Ann NY Acad Sci 660:27-36; Maher U (1992) Bioassays 

14(12):807- 815). 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann die antisenseRNA eine a-anomere Nuklein- 
35 saure sein. Derartige a-anomere Nukleinsauremolekule bilden spezifische dop- 
pelstrangige Hybride mit komplementarer RNA in denen, - im Unterschied zu den 
konventionellen p-Nukleinsauren - die beiden Strange parallel zueinander verlaufen 
(Gautier C et al. (1987) Nucleic Acids Res 15:6625-6641). 
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c) Einbringen einer e-Cyclase-antisenseRNA bzw. endogene p-Hydroxylase- 
antisenseRNA kombiniert mit einem Ribozym 

Vorteilhaft kann die oben beschriebene antisense-Strategie mit einem Ribozym-Ver- 
5 fahren gekoppelt werden. Katalytische RNA-MolekQIe oder Ribozyme konnen an jede 
beliebige Ziel-RNA angepasst werden und spalten das Phosphodiester-GerQst an 
spezifischen Positionen, wodurch die Ziel-RNA funktionell deaktiviert wird (Tanner NK 
(1999) FEMS Microbiol Rev 23(3):257-275). Das Ribozym wird dadurch nicht selber 
modifiziert, sondern ist in der Lage, weitere Ziel-RNA-MolekQIe analog zu spalten, 

1 0 wodurch es die Eigenschaften eines Enzyms erhalt. Der Einbau von Ribozymsequen- 
zen in "antisense"-RNAs verleiht eben diesen "antisense"-RNAs diese enzymahnliche, 
RNA-spaltende Eigenschaft und steigert so deren Effizienz bei der Inaktivierung der 
Ziel-RNA. Die Herstellung und Verwendung entsprechender Ribozym-"antisense"- 
RNA-Molekule ist beschrieben (u.a. bei Haseloff et al. (1988) Nature 334: 585-591); 

1 5 Haselhoff und Gerlach (1 988) Nature 334:585-591 ; Steinecke P et al. (1 992) EMBO J 
1t(4):1 525-1 530; de Feyter R etal. (1996) Mol Gen Genet. 250(3):329-338). 

Auf diese Art konnen Ribozyme (z.B. "Hammerhead"-Ribozyme; Haselhoff und Gerlach 
(1988) Nature 334:585-591) verwendet werden, um die mRNA eines zu vermindern- 

20 den e-Cyclases katalytisch zu spalten und so die Translation zu verhindern. Die 

Ribozym-Technologie kann die Effizienz einer antisense-Strategie erhohen. Verfahren 
zur Expression von Ribozymen zur Verminderung bestimmter Proteine sind beschrie- 
ben in (EP 0 291 533, EP 0 321 201, EP 0 360 257). In pflanzlichen Zellen ist eine 
Ribozym-Expression ebenfalls beschrieben (Steinecke P et al. (1992) EMBO 

25 J 1 1 (4):1 525-1 530; de Feyter R et al. (1 996) Mol Gen Genet. 250(3):329-338). 

Geeignete Zielsequenzen und Ribozyme konnen zum Beispiel wie bei "Steinecke P, 
Ribozymes, Methods in Cell Biology 50, Galbraith et al. eds, Academic Press, Inc. 
(1995), S. 449-460" beschrieben, durch Sekundarstrukturberechnungen von Ribozym- 
und Ziel-RNA sowie durch deren Interaktion bestimmt werden (Bayley CC et al. (1992) 

30 Plant Mol Biol. 18(2):353-361 ; Uoyd AM and Davis RW et al. (1994) Mol Gen Genet. 
242(6):653-657). Beispielsweise kSnnen Derivate der Tetrahymena L-19 IVS RNA 
konstruiert werden, die komplementare Bereiche zu der mRNA des zu supprimieren- 
den e-Cyclases aufweisen (siehe auch US 4,987,071 und US 5,1 16,742). Alternativ 
konnen solche Ribozyme auch uber einen Seiektionsprozess aus einer Bibliothek 

35 diverser Ribozyme identifiziert werden (Bartel D und Szostak JW (1993) Science 
261:1411-1418). 
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d) Einbringen einer sense-Ribonukleinsauresequenz einer e-Cyclase bzw. endo- 
gener ^-Hydroxylase (e-Cyclase-senseRNA bzw. endogene (5-Hydroxylase- 
senseRNA) zur Induktion einer Kosuppression 

5 Die Expression einer e-Cyclase Ribonukleinsauresequenz bzw. endogenen 
p-Hydroxylase Ribonukleinsauresequenz (oder eines Teils derselben) in sense- 
Orientierung kann zu einer Kosuppression des entsprechenden e-Cyclase-Gens bzw. 
endogenen (3-Hydroxylase-Gens fuhren. Die Expression von sense-RNA mit Homo- 
logie zu einem endogenen Gen kann die Expression desselben vermindern oder 

10 ausschalten, ahnlich wie es fur antisense Ansatze beschrieben wurde (Jorgensen et a!. 
(1996) Plant Mol Biol 31{5):957-973; Goring et al. (1991) Proc Natl Acad Sci USA 
88:1770-1774; Smith et al. (1990) Mol Gen Genet 224:447-481; Napoli et al. (1990) 
Plant Cell 2:279-289; Van der Krol et al. (1990) Plant CelL 2:291 -99). Dabei kann das 
eingefuhrte Konstrukt das zu vermindernde, homologe Gen ganz oder nur teilweise 

. 1 5 reprasentieren. Die Moglichkeit zur Translation ist nicht erforderlich. Die Anwendung 
dieser Technologie auf Pflanzen ist beschrieben (z.B. Napoli et al. (1990) Plant Cell 
2:279-289; in US 5,034,323. 

Bevorzugt wird die Kosuppression fur die besonders bevorzugte Pflanze Tagetes 
20 ercecta unter Verwendung einer Sequenz realisiert, die im wesentlichen identisch ist zu 
zumindest einem Teil der NukleinsSuresequenz kodierend fur eine e-Gyclase bzw. 
endogene ^-Hydroxylase, beispielsweise der Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID 
NO: 7 bzw. SEQ. ID. NO. 16. 

25 Bevorzugt ist die senseRNA so gewahlt, dass es nicht zu einer Translation des ent- 
sprechenden Proteins oder eines Teils desselben kommen kann. Dazu kann beispiels- 
weise der S'-untransIatierte oder 3'-untranslatierte Bereich gewahlt oder aber das ATG- 
Startkodon deletiert oder mutiert werden. 

30 e) Einbringen von- DNA-oder Protein-bindende Faktoren gegen e-Cyclase Gene, 
-RNAs oder Proteine bzw, gegen endogene p-Hydroxylase-Gene, RNAs oder 
Proteine 

Eine Verminderung einer e-Cyclase bzw. endogene p-Hydroxylase Expression ist 
35 auch mit spezif ischen DNA-bindenden Faktoren z.B. mit Faktoren vom Typ der Zink- 
fingertranskriptionsfaktoren moglich. Diese Faktoren lagern sich an die genomische 
Sequenz des endogenen Zielgens, bevorzugt in den regulatorischen Bereichen, an 
und bewirken eine Verminderung der Expression. Entsprechende Verfahren zur Her- 
stellung entsprechender Faktoren sind beschrieben (Dreier B et al. (2001) J Biol 
40 Chem 276(31 ):29466-78; Dreier B et al. (2000) J Mol Biol 303(4) :489-502; Beerli RR 
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et al. (2000) Proc Natl Acad Sci USA 97 (4): 1495-1 500; Beerli RR et al. (2000) J Biol 
Chem 275(42):3261 7-32627; Segal DJ and Barbas CF 3rd. (2000) Curr Opin Chem 
Biol 4(1):34-39; Kang JS and Kim JS (2000) J Biol Chem 275(1 2):8742-8748; Beerli 
RR et al. (1998) Proc Natl Acad Sci USA 95(25):14628- 14633; Kim JS et al. (1997) 
5 Proc Natl Acad Sci USA 94(8):361 6 -3620; Klug A (1 999) J Mol Biol 293(2):21 5-21 8; 
Tsai SY et al. (1998) Adv Drug Deliv Rev 30(1-3):23-31; Mapp AK et al. (2000) Proc 
Natl Acad Sci USA 97(8):3930-3935; Sharrocks AD et al. (1997) Int J Biochem Cell 
Biol 29(12):1371-1387; Zhang L et al. (2000) J Biol Chem 275(43):33850-33860). 

10 Die Selektion dieser Faktoren kann unter Verwendung eines beliebigen Stuckes eines 
e-Cyclase-Gens bzw. endogenen fJ-Hydroxylase-Gens erfolgen. Bevorzugt liegt dieser 
Abschnitt im Bereich der Promotorregion. FOr eine Genunterdruckung kann er aber 
auch im Bereich der kodierenden Exons oder Introns liegen. 

15 Ferner k6nnen Faktoren in eine Zelle eingebracht werden, die die e-Cyclase bzw. 
endogene ^-Hydroxylase selber inhibieren. Diese proteinbindenden Faktoren kdnnen 
z.B. Aptamere (Famulok M und Mayer G (1999) Curr Top Microbiol Immunol 243:123- 
36) oder Antikorper bzw. Antikdrperfragmente Oder einzelkettige Antikdrper sein. 
Die Gewinnung dieser Faktoren ist beschrieben (Owen M et al. (1992) Biotechnology 

20 (N Y) 1 0(7):790-794; Franken E et al. (1 997) Curr Opin Biotechnol 8(4):41 1 -41 6; 
Whitelam (1 996) Trend Plant Sci 1 :286-272). 

f) Bnbringen von den e-Cyclase RNA-Abbau bzw. endogenen ^-Hydroxylase 
RNA-Abbau bewirkenden viralen Nukleinsauresequenzen und Expressions- 
25 konstrukten 

Die e-Cyclase bzw. endogene p-Hydroxylase Expression kann effektiv auch durch 
Induktion des spezifischen RNA-Abbaus durch die Pflanze mit Hilfe eines viralen 
Expressionssystems (Amplikon; Angell SM et al. (1999) Plant J 20(3):357-362) 
30 realisiert werden. Diese Systeme - auch als "VIGS" (viral induced gene silencing) 
bezeichnet - bringen Nukleinsauresequenzen mit Homologie zu dem Transkript einer 
zu reduzierenden Enzymaktivitat m'rttels viraier Vektoren in die Pflanze ein. 

Die Transkription wird sodann - vermutlich mediiert durch pflanzliche Abwehrmecha- 
35 nismen gegen Viren - abgeschaltet. Entsprechende Techniken und Verfahren sind 
beschrieben (Ratcliff F et al. (2001) Plant J 25(2):237-45; Fagard M und Vaucheret H 
(2000) Plant Mol Biol 43(2-3):285-93; Anandalakshmi R et al. (1998) Proc Natl Acad 
Sci USA 95(22):1 3079-84; Ruiz MT (1998) Plant Cell 10(6):937-46). 
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Bevorzugt wird die VIGS-vermittelte Verminderung unter Verwendung einer Sequenz 
realisiert, die im wesentlichen identisch ist zu zumindest einem Teil der Nukleinsaure- 
sequenz kodierend fur eine e-Cyclase bzw. eine endogene p-Hydroxylase, beispiels- 
weise der Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO: 7 bzw. 1 6. 

5 

g) Einbringen von Konstrukten zur Erzeugung eines Funktionsveriustes Oder einer . 
Funktionsminderung an e-Cyclase-Genen bzw. endogenen p-Hydroxylase- 
Genen 

10 Dem Fachmann sind zahlreiche Verfahren bekannt, wie genomische Sequenzen 
gezielt modif iziert werden konnen. Dazu zahlen insbesondere Verfahren wie die 
Erzeugung von Knockout-Mutanten mittels gezielter homologen Rekombination z.B. 
durch Generierung von Stopp-Kodons, Verschiebungen im Leseraster etc. (Hohn B 
und Puchta H (1999) Proc Natl Acad Sci USA 96:8321-8323) oder die gezielte Deletion 

15 Oder Inversion von Sequenzen mittels z.B. sequenzspezifischer Rekombinasen Oder 
Nukleasen (s.u.). 

Die Verminderung der Enzym-Menge, -Funktion und/oder -Aktivitat kann auch durch 
eine gezielte Insertion von NukleinsSuresequenzen (z.B. der im Rahmen der erfin- 

20 dungsgemaBen Verfahrens zu insertierenden Nukleinsauresequenz) in die Sequenz 
kodierend fur eine e-Cyclase bzw. endogene p-Hydroxylase (z.B, mittels intermole- 
kularer homologer Rekombination) realisiert werden. Im Rahmen dieser Ausfuhrungs- 
form verwendet man bevorzugt ein DNA-Konstrukt, das zumindest einen Teil der 
Sequenz eines e-Cyclasegens bzw. endogenen p-Hydroxylasegens oder benach- 

25 barter Sequenzen umfasst, und so mit diesen in der Zielzelle gezielt rekombinieren 
kann, so dass durch eine Deletion, Addition oder Substitution mindestens eines 
Nukleotids das e-Cyclase-Gen bzw. endogene p-Hydroxylase-Gen so verandert wird, 
dass die Funktionalitat des Gens reduziert oder ganzlich aufgehoben wird. 

30 Die VerSnderung kann auch die regulativen Elemente (z.B. den Promoter) der Gene 
betreffen, so dass die kodierende Sequenz unverandert bleibt, eine Expression 
(Transkription und/oder Translation) jedoch unterbleibt und reduziert wird. Bei der 
konventionellen homologen Rekombination ist die zu insertierende Sequenz an ihrem 
5'- und/oder 3'-Ende von weiteren Nukleinsauresequenzen (A' bzw. B 1 ) flankiert, 

35 die eine ausreichende Lange und Homologie zu entsprechenden Sequenzen des 
e-Cyclase-Gens bzw. endogenen p-Hydroxylase-Gens (A bzw. B) fQr die Ermog- 
lichung der homologen Rekombination aufweisen. Die Lange liegt in der Regel in 
einem Bereich von mehreren hundert Basen bis zu mehreren Kilobasen (Thomas KR 
und Capecchi MR (1987) Cell 51 :503; Strepp et al. (1998) Proc Natl Acad Sci USA 

40 95(8):4368-4373). Fur die homologe Rekombination wird die pflanzliche Zelle mit dem 
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Rekombinationskonstrukt unter Verwendung der unten beschriebenen Verfahren 
transformiert und erfolgreich rekombinierte Klone basierend auf der infolge inaktivier- 
ten e-Cyclase bzw. endogenen p-Hydroxylase selektioniert. 

5 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Effizienz der Rekombination 
gesteigert durch Kombination mit Verfahren, die die homologe Rekombination fordern. 
Solche Verfahren sind beschrieben und umfassen beispielhaft die Expression von 
Proteinen wie RecA Oder die Behandlung mit PARP-lnhibitoren. Es konnte gezeigt 
werden, dass die intrachromosomale homologe Rekombination in Tabakpflanzen durch 

10 die Verwendung von PARP-lnhibitoren erhoht werden kann (Puchta H et al. (1 995) 
Plant J 7:203-210). Durch den Einsatz dieser Inhibitoren kann die Rate der homologen 
Rekombination in den Rekombinationskonstrukten nach Induktion des sequenzspezi- 
fischen DNA-Doppelstrangbruches und damit die Effizienz der Deletion der Transgen- 
sequenzen weiter erhoht werden. Verschiedene PARP Inhibitoren konnen dabei 

15 zum Einsatz kommen. Bevorzugt umfasst sind Inhibitoren wie 3-Aminobenzamid, 
8-Hydroxy-2-methylquinazolin-4-on (NU1 025), 1,11 b-Dihydro-[2H]benzopyrano- 
[4,3,2-de]isoquinolin-3-on (GPI 6150), 5-Aminoisoquinolinon, 3,4-Dihydro-5-[4-(1- 
piperidinyl)butoxy]-1(2H)-isoquinolinon oder die in WO 00/26192, WO 00/29384, 
WO 00/32579, WO 00/64878, WO 00/68206, WO 00/67734, WO 01/23386 und 

20 WO 01/23390 beschriebenen Substanzen. 

Weitere geeignete Methoden sind die Einfuhrung von Nonsense-Mutationen in 
endogene Markerprotein Gene zum Beispiel mittels Einfuhrung von RNA/DNA- 
Oligonukleotiden in die Pflanze (Zhu et al. (2000) Nat Biotechnol 18(5):555-558) oder 
25 die Generierung von Knockout-Mutanten mit Hilfe von z.B. T-DNA-Mutagenese (Koncz 
et al., Plant Mol. Biol. 1992, 20(5):963-976). Punktmutationen konnen auch mittels 
DNA-RNA Hybriden erzeugt werden, die auch als "chimeraplasty" bekannt sind (Cole- 
Strauss et al. (1999) Nucl Acids Res 27(5):1 323-1 330; Kmiec (1999) Gene therapy 
American Scientist 87(3):240-247). 

30 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaSen Verfahrens 
erfolgt die Reduzierung der e-CycIase-Aktivitat gegenuber dem Wildtyp durch: 

a) Bnbringen mindestens einer doppelstrangigen e-Cyclase Ribonukleinsaure- 
35 sequenz oder einer deren Expression gewahrleistenden Expressionskassette 

oder Expressionskassetten in Pflanzen und/oder 

b) Einbringen mindestens einer e-Cyclase antisense-Ribonukleinsauresequenzen 
oder einer deren Expression gewahrleistenden Expressionskassette in Pflanzen. 

40 
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In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die Reduzierung der 
e-Cyclase-Aktivitat gegenuber dem Wildtyp durch Einbringen mindestens einer 
doppelstrangigen e-Cyclase Ribonukleinsauresequenz oder einer deren Expression 
gewahrleistenden Expressionskassette Oder Expressionskassetten in Rlanzen. 

5 

Vorzugsweise erfolgt die Transkription der e-Cyclase-dsRNA-Sequenzen im erfin- 
dungsgemaBen Verfahren unter Kontrolie von Regulationssignalen, vorzugsweise 
einem Promoter und plastidaren Transitpeptiden, die die Transkription der e-Cyclase- 
dsRNA-Sequenzen in den Pflanzengeweben, enthaltend photosynthetisch inaktive 
1 0 Plastide, gewShrleisten. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform verwendet man genetisch verander- 
te Pflanzen, die in RIanzengeweben, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide, 
die hochste Transkriptionsrate der e-Cyclase-dsRNA-Sequenzen aufweisen. 

.15 : 

Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht, dass die Transkription der e-Cyclase- 
dsRNA-Sequenzen unter Kontrolie einesfur das RIanzengewebe spezifischen 
Promotors erfolgt. 

20 Fur den vorstehend beschriebenen Fall, dass die Expression in Bluten erfolgen soil ist 
es vorteilhaft, dass die Transkription der e-Cyclase-dsRNA-Sequenzen unter Kontrolie 
eines blutenspezifischen oder bevorzugter petalenspezifischen Promotors erfolgt. 

FQr den vorstehend beschriebenen Fall, dass die Expression in Fruchten erfolgen sol! 
25 ist es vorteilhaft, dass die Transkription der e-Cyclase-dsRNA-Sequenzen unter 
Kontrolie elnes fruchtspezifischen Promotors erfolgt. 

Fur den vorstehend beschriebenen Fall, dass die Expression in Knollen erfolgen soli ist 
es vorteilhaft, dass die Transkription der e-Cyclase-dsRNA-Sequenzen unter Kontrolie 
30 , eines knoilenspezifischen Promotors erfolgt. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens 
erfolgt die Reduzierung der endogenen p-Hydroxylase-Aktivitat gegenuber dem 
Wildtyp durch: 

35 

a) Einbringen mindestens einer doppelstrangigen endogenen p-Hydroxylase 
Ribonukleinsauresequenz oder einer deren Expression gewahrleistenden 
Expressionskassette oder Expressionskassetten in Pflanzen und/oder 
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b) Bnbringen mindestens einer endogenen p-Hydroxylase antisense-Ribonuklein- 
sauresequenzen oder einer deren Expression gewahrleistenden Expressions- 
kassette in Rlanzen. 

5 In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die Reduzierung der 
endogenen p-Hydroxylase-Aktivitat gegenuber dem Wildtyp durch Bnbringen min- 
destens einer doppelstrangigen endogenen p-Hydroxylase Ribonukleinsauresequenz 
oder einer deren Expression gewahrleistenden Expressionskassette oder Expressions- 
kassetten in Pflanzen. 

10 

Vorzugsweise erfolgt die Transkription der endogenen p-Hydroxylase-dsRNA- 
Sequenzen im erfindungsgemaBen Verfahren unter Kontrolle von Regulationssignalen, 
vorzugsweise einem Promotor und plastidaren Transitpeptiden, die die Transkription 
der endogenen p-Hydroxylase-dsRNA-Sequenzen in den Rlanzengeweben, ent- 
15 hajtend photosynthetisch inaktive Plastide, gewahrleisten. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform verwendet man genetisch ver- 
anderte Rlanzen, die in Pflanzengeweben, enthaltend photosynthetisch inaktive 
Plastide, die hdchste Transkriptionsrate der endogenen p-Hydroxylase-dsRNA- 
20 Sequenzen aufweisen. 

Vorzugsweise wird dies dadurch erreicht, dass die Transkription der endogenen 
P-Hydroxylase-dsRNA-Sequenzen unter Kontrolle eines fur das Pflanzengewebe 
spezifischen Promotors erfolgt. 

25 

Fur den vorstehend beschriebenen Fall, dass die Expression in Bluten erfolgen soil 
ist es vorteilhaft, dass die Transkription der endogenen {5-Hydroxylase-dsRNA- 
Sequenzen unter Kontrolle eines blutenspezifischen oder bevorzugter petalen- 
spezifischen Promotors erfolgt, 

30 

Fur den vorstehend beschriebenen Fail, dass die Expression in Fruchten erfolgen soil 
ist es vorteilhaft, dass die Transkription der endogenen p-Hydroxylase-dsRNA- 
Sequenzen unter Kontrolle eines fruchtspezifischen Promotors erfolgt. 

35 Fur den vorstehend beschriebenen Fall, dass die Expression in Knollen erfolgen soil ist 
es vorteilhaft, dass die Transkription der endogenen p-Hydroxylase-dsRNA- 
Sequenzen unter Kontrolle eines knollenspezifischen Promotors erfolgt. 

Besonders bevorzugt werden im erfindungsgemaBen Verfahren genetisch veranderte 
40 Rlanzen mit folgende Kombinationen genetischer Veranderungen verwendet: 
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Genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte, erfin- 
dungsgemaBe p-Cyclase-Aktivitat und eine erhohte Hydroxylase-Aktivitat aufweisen, 

5 genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte, erfindungs- 
gemaBe p-Cyclase-Aktivitat und eine reduzierte e-Cyclase-Aktivitat aufweisen, 

genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte, erfindungs- 
gemaBe p-Cyclase-Aktivitat und eine reduzierte, endogene p-Hydroxylase-Aktivitat 
10 aufweisen, 

genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte, erfindungs- 
gem&Be p-Cyclase-Aktivitat, eine erhohte Hydroxylase-Aktivitat und eine reduzierte 
e-Cyclase-Aktivitat aufweisen. 

.15 : 

genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte, erfindungs- 
gemaBe p-Cyclase-Aktivitat, eine reduzierte e-Cyclase-Aktivitat und eine reduzierte, 
endogene p-Hydroxylase-Aktivitat aufweisen, 

20 genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhdhte, ertindungs- 
gemaBe p-Cyclase-Aktivitat, eine erhdhte Hydroxylase-Aktivitat und eine reduzierte, 
endogene {3-Hydroxylase-Aktivitat aufweisen, 

genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte, erfindungs- 
25 gemaBe p-Cyclase-Aktivitat, eine erhohte Hydroxylase-Aktivitat und eine reduzierte 
e-Cyclase-Aktivitat und eine reduzierte, endogene p-Hydroxylase-Aktivitat aufweisen. 

Die Herstellung dieser genetisch veranderten Pflanzen kann, wie nachstehend 
beschrieben, beispielsweise durch Einbringen einzelner Nukleinsaurekonstrukte 
30 (Expressionskassett^n) Oder durch Einbringen von Mehrfachkonstrukten erfolgen, 
die bis zu zwei, drei Oder vier der beschriebenen Aktivitaten enthalten. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren zur Herstellung von p-Carotinoiden wird vorzugs- 
weise dem Kultivierungsschritt der genetisch veranderten Rlanzen, im foigenden 
35 auch transgene Pflanzen bezeichnet, ein Ernten der Pflanzen und die Isolierung 
der p-Carotinoide aus den Rlanzen oder den Pflanzengeweben, enthaltend photo- 
synthetisch inaktive Plastide, angeschlossen. 

Die transgenen Pflanzen werden in an sich bekannter Weise auf Nahrboden gezogen . 
40 und entsprechend geerntet. 
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Die Isolierung von p-Carotinoiden aus den geernteten Pflanzengeweben, enthaltend 
photosynthetisch inaktive Plastide, wie beispielsweise Bluten, Fruchten Oder Knollen 
erfolgt in an sich bekannter Weise, beispielsweise durch Trocknung und anschlieBen- 
5 der Extraktion und gegebenenfalls weiterer chemischer Oder physikalischer Reini- 
gungsprozesse, wie beispielsweise Fallungsmethoden, Kristallographie, thermische 
Trennverfahren, wie Rektifizierverfahren oder physikalische Trennverfahren, wie 
beispielsweise Chromatographie. Die Isolienjng von p-Carotinoiden aus den Rlanzen- 
geweben, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide, wie beispielsweise Bluten, 
10 Fruchten oder Knollen erfolgt beispielsweise bevorzugt durch organische Losungs- . 
mittel wie Aceton, Hexan, Ether oder tert-Methylbutylether. 

Weitere Isolierverfahren von p-Carotinoiden, insbesondere aus Blutenblattem, sind 
beispielsweise in Egger und Kleinig (Phytochemistry (1967) 6, 437-440) und Egger 
1 5 (Phytochemistry (1 965) 4, 609-61 8) beschrieben. 

Vorzugsweise sind die p-Carotinoide ausgewahlt aus der Gruppe p-Carotin, p-Crypto- 
xanthin, Zeaxanthin, Antheraxanthin, Violaxanthin und Neoxanthin. 

20 Bevorzugte p-Carotinoide sind p-Carotin und Zeaxanthin, besonders bevorzugt 
Zeaxanthin. 

Vorzugsweise sind die Pflanzengewebe, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide, 
ausgewahlt aus der Gruppe Blute, Frucht und Knolle. 

25 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens verwendet 
man als genetisch veranderte RIanzen, die im Vergleich zum WHdtyp eine erhohte 
p-Cyclase-Aktivitat in Bluten aufweist, eine Pflanze, ausgewahlt aus den Familien 
Ranunculaceae, Berberidaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, Fabaceae, 
30 Linaceae, Vitaceae, Brassiceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Caryophyllaceae, 
Amaranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprifoliaceae, Oleaceae, Tropaeo- 
laceae, Solanacead, Scrophulariaceae, Asteraceae, Uliaceae, Amaryllidaceae, 
Poaceae, Orchidaceae, Malvaceae, Uliaceae oder Lamiaceae. 

35 Besonders bevorzugt sind RIanzen, ausgewahlt aus den Pf lanzengattungen Marigold, 
Tagetes erecta, Tagetes patula, Acacia, Aconitum, Adonis, Arnica, Aqulegia, Aster, 
Astragalus, Bignonia, Calendula, Calendula officinalis, Caltha, Campanula, Canna, 
Centaurea, Cheiranthus, Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbita, Cytisus, 
Delonia, Delphinium, Dianthus, Dimorphotheca, Doronicum, Eschscholtzia, Forsythia, 

40 Fremontia, Gazania, Gelsemium, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, 
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Greviilea, Helenium, Helianthus, Hepatica, Heracleum, Hisbiscus, Heliopsis, Hyperi- 
cum, Hypochoeris, Impatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leontodon, 
Lilium, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, Medicago, Mimulus, Nar- 
cissus, Oenothera, Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentiiia, 
5 Pyracantha, Ranunculus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Silphium, 
Sinapsis, Solanum tuberosum, Sorbus, Spartium, Tecoma, Torenia, Tragopogon, 
Trollius, Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, Viola Oder Zinnia. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemSBen Verfahrens 
1 0 verwendet man als genetisch veranderte Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine 
erhohte B-Cyclase-Aktivitat in Fruchten aufweisen, eine Pflanze ausgewahlt aus den 
Pflanzengattungen Actinophloeus, Aglaeonema, Ananas, Arbutus, Archontophoenix; 
Area, Aronia, Asparagus, Avocado, Attalea, Berberis, Bixia, Brachychilum, Bryonia, 
Caliptocalix, Capsicum, Carica, Celastrus, Citrullus, Citrus, Convallaria, Cotoneaster, 
15 Crataegus, Cucumis, Cucurbita, Cuscuta, Cycas, Cyphomandra, Dioscorea, Diospyrus, 
Dura, Baeagnus, Elaeis, Erythroxylon, Euonymus, Erbse, Ficus, Fortunella, Fragaria, 
Gardinia, Gonocaryum, Gossypium, Guava, Guilielma, Hibiscus, Hippophaea, Iris, 
Kiwi, Lathyrus, Lonicera, Luffa, Lycium, Lycopersicum, Mais, Malpighia, Mangifera, 
Mormodica, Murraya, Musa, Nenga, Orange, Palisota, Pandanus, Passiflora, Persea, 
20 Physalis, Prunus, Ptychandra, Punica, Pyracantha, Pyrus, Ribes, Rosa, Rubus, Sabal, 
Sambucus, Seaforita, Shepherdia, Solanum, Sorbus, Synaspadix, Tabernae, Tamus, 
Taxus, Trichosanthes, Triphasia, Vaccinium, Viburnum, Vignia, Vitis Oder Zucchini 
verwendet. 

25 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens 
verwendet man als genetisch veranderte Pflanze, die im Vergleich zum Wildtyp eine 
erhShte p-Cyclase-Aktivitat in Knollen aufweist, eine Rlanze ausgewahlt aus den 
Pflanzengattungen Rote Beete, Radieschen, RetticlT und Solanum tuberosum. 

30 Besonders bevorzugte Pflanzen weisen als Wildtyp am Gesamtcarotinoidgehalt in 
Pflanzengeweben, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide einen hoheren Anteii 
an a-Carotinoiden als B-Carotinoiden auf. 

Besonders bevorzugte Pflanzen sind Marigold, Tagetes erecta, Tagetes patula wobei 
35 die Herstellung der B-Carotinoide, vorzugsweise Zeaxanthin, in BIQten, besonders 
bevorzugt in den Petalen stattfindet. 

Im foigenden wird exemplarisch die Herstellung genetisch veranderter Rlanzen mit 
erhohter B-Cyclase-Aktivitat in Pflanzengeweben, enthaltend photosynthetisch inaktive 
40 Plastide, wie beispielsweise BIQten, FrOchten Oder Knollen beschrieben. Die ErhShung 
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weiterer Aktivitaten, wle beispielsweise der Hydroxylase-Aktivitat kann analog unter 
Verwendung von Nukleinsauresequenzen kodierend eine Hydroxylase anstelle von 
Nukleinsauresequenzen kodierend eine p-Cyclase erfolgen. Die Reduzierung weiterer 
Aktivitaten, wie beispielsweise die Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat und/oder der 
5 endogenen p-Hydroxylase-Aktivitat kann analog unter Verwendung von antisense- 
Nukleinsauresequenzen oder Inverted-Repeat-Nukleinsauresequenz anstelle von 
Nukleinsauresequenzen kodierend eine p-Cyclase erfolgen. 

Die Transformation kann bei den Kombinationen von genetischen Veranderungen 
1 0 einzeln oder durch Mehrfachkonstrukte erfolgen. 

Die Herstellung der transgenen Pf lanzen erfolgt vorzugsweise durch Transformation 
der Ausgangspflanzen, mit einem Nukleinsaurekonstrukt, das die vorstehend beschrie- 
benen Nukleinsauren codiererid eine p-Cyclase enthalt, die mit einem oder mehreren 
15 Regulationssignalen funktionell verknupft sind, die die Transkription und Translation in 
Pffanzen gewahrleisten. 

Diese Nukleinsaurekonstrukte, in denen die kodierende Nukleinsauresequenz mit 
einem oder mehreren Regulationssignalen funktionell verknupft sind, die die Transkrip- 
20 tion und Translation in Pflanzen gewahrleisten, werden im folgenden auch Express!- 
onskassetten genannt. 

Die Erfindung betrifft weiterhin Nukleinsaurekonstrukte enthaltend mindestens eine 
Nukleinsaure kodierend eine p-Cyclase und zusatzlich mindestens eine weitere 
25 Nukleinsaure, ausgewahlt aus der Gruppe 

a) Nukleinsauren kodierend eine p-Hydroxylase, 

b) doppelstrangige endogenen p-Hydroxylase Ribonukleinsauresequenz und/oder 
endogene p-Hydroxylase antisense-Ribonukleinsauresequenzen und 

c) doppelstrangige e-Cyclase- Ribonukleinsauresequenz und/oder e-Cyclase 
30 antisense-Ribonukleinsauresequenz, 

vyobei die Nukleinsauren mit einem oder mehreren Regulationssignalen funktionell 
verknupft sind, die die Transkription und Translation in Pflanzen gewahrleisten. 

35 Es ist, insbesondere in Pflanzen, technisch nur schwer zu realisieren, mehrere 

Aktivitaten mit einem Nukleinsaurekonstrukt zu erhdhen oder zu erniedrigen. Daher 
werden bevorzugt Kombinationen von Nukleinsaurekonstrukten verwendet urn die 
Aktivitaten, insbesondere urn mehr als 3 Aktivitaten in Pflanzen zu erhohen oder zu 
erniedrigen. 

40 



WO 2004/018688 




PCT/EP2003/009101 



44 

Es ist jedoch auch moglich, genetisch veranderte RIanzen zu kreuzen, die bereits 
veranderte Aktivitaten enthalten. Beispielsweise ist es durch Kreuzen von genetisch 
veranderten RIanzen, die jeweils zwei veranderte Aktivitaten enthalten, moglich, 
RIanzen mit vier veranderten Aktivitaten herzustellen. Gleiches kann auch erreicht 
5 werden, indem man eine Kombination von zwei Nukleinsaurekonstrukten die jeweils 
2 Aktivitaten verandern in die RIanzen einfuhrt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden die bevorzugten genetisch veranderten 
RIanzen durch Einbringen von Kombinationen von Nukleinsaurekonstrukten her- 
10 gestellt. 

Vorzugsweise enthalten die Regulationssignale einen Oder mehrere Promotoren, die 
die Transkription und Translation in Rlanzengeweben, enthaltend photosynthetisch 
inaktive Plastide, wie beispielsweise Bluten, Fruchten Oder Knollen, gewahrleisten. 

15 

Die Expressionskassetten beinhalten Regulationssignale, also regulative Nuklein- 
sauresequenzen, welche die Expression der kodierenden Sequenz in der Wirtszelle 
steuern. GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst eine Expressions- 
kassette stromaufwarts, d.h. am 5'-Ende der kodierenden Sequenz, einen Promotor 

20 und stromabwarts, d.h. am 3'-Ende, ein Polyadenylierungssignal und gegebenenfalls 
weitere regulatorische Elemente, welche mit der dazwischenliegenden kodierenden 
Sequenz fur mindestens eines der vorstehend beschriebenen Gene operativ verknupft 
sind. Unter einer operativen Verknupfung versteht man die sequenzielle Anordnung 
von Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und ggf. weiterer regulativer Elemente 

25 derart, das jedes der regulativen Elemente seine Funktion bei der Expression der 
kodierenden Sequenz bestimmungsgemaB erfullen kann. 

Im folgenden werden beispielhaft die bevorzugten Nukleinsaurekonstrukte, Expressi- 
onskassetten und Vektoren fur Pflanzen und Verfahren zur Herstellung von transgenen 
30 RIanzen, sowie die transgenen RIanzen selbst beschrieben. 

Die zur operativen Verknupfung bevorzugten aber nicht darauf beschrankten Sequen- . 
zen sind Targeting-Sequenzen zur Gewahrleistung der subzellularen Lokalisation im 
Apoplasten, in der Vakuole, in Plastiden, im Mitochondrium, im Endoplasmatischen 
35 Retikulum (ER), im Zellkern, in Olkorperchen oder anderen Kompartimenten und 
Translationsverstarker wie die S'-Fuhrungssequenz aus dem Tabak-Mosaik- Virus 
(Gallie et al., Nucl. Acids Res. 15 (1987), 8693 -8711). 

Als erfindungsgemaBer Promotoren der Expressionskassette ist grundsatzlich jeder 
40 Promotor geeignet, der die Expression von Fremdgenen in Pflanzengeweben, ent- 
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haltend photosynthetisch inaktive Plastide, wle beispielsweise Blute, Frucht Oder Knolle 
steuern kann. 

"Konstitutiver" Promotor meint solche Promotoren, die eine Expression in zahlreichen, 
5 bevorzugt alien, Geweben uber einen groBeren Zeitraum der Pflanzenentwicklung, 
bevorzugt zu alien Zeitpunkten der Pflanzenentwicklung, gewahrleisten. 

Vorzugsweise verwiendet man insbesondere einen pflanzlichen Promotor Oder einen 
Promotor, der einem Pfianzenvirus entstammt Insbesondere bevorzugt ist der 
Promotor des 35S-Transkriptes des CaMV Blumenkohlmosaikvirus (Franck et al. 
(1980) Cell 21:285-294; Odell et al. (1985) Nature 313:810-812; Shewmaker et al. 
(1985) Virology 140:281-288; Gardner et al. (1986) Plant Mol Biol 6:221-228) Oder der 
19S CaMV Promotor (US 5,352,605; WO 84/02913; Benfey et al. (1989) EMBO J 
8:2195-2202). 

Ein weiterer geeigneter konstitutiver Promotor ist der pds Promoter (Pecker et al. 
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci USA 89: 4962-4966) Oder der "Rubisco small subunit 
(SSU) w -Promotor (US 4,962,028), der LeguminB-Promotor (GenBank Acc.-Nr. 
X03677), der Promotor der Nopalinsynthase aus Agrobacterium, der TR-Doppel- 
promotor, der OCS (Octopin Synthase) Promotor aus Agrobacterium, der Ubiquitin 
Promotor (Holtorf S et al. (1995) Plant Mol Biol 29:637-649), den Ubiquitin 1 Promotor 
(Christensen et al. (1992) Plant Mol Biol 18:675-689; Bruce et al. (1989) Proc Natl 
Acad Sci USA 86:9692-9696), den Smas Promotor, den Cinnamylalkoholdehydro- 
genase-Promotor (US 5,683,439), die Promotoren der vakuolarer ATPase Unterein- 
heiten Oder der Promotor eines prolinreichen Proteins aus Weizen (WO 91/13991), 
der Pnit-Promoter (Y07648.L, Hillebrand et al. (1998), Plant. Mol. Biol. 36, 89-99, 
Hillebrand et al. (1996), Gene, 170, 197-200, der Ferredoxin-NADPH-Oxidoreductase 
Promotor (Datenbankeintrag AB01 1474, Position 70127 bis 69493), der TPT-Promoter 
(WO 03006660), der „Superpromotor" (US-Patent 5955646), der 34S-Promotor (US- 
Patent 6051753) sowie weitere Promotoren. von Genen, deren konstitutive Expression 
in Pflanzen dem Fachmann bekannt ist. 

Die Expressionskassetten konnen auch einen chemisch induzierbaren Promotor 
enthalten (Ubersichtsartikel: Gatz et al. (1997) Annu Rev Plant Physiol Plant Mol 
35 Biol 48:89-108), durch den die Expression des p-Cyclase-Gens in der Pflanze zu 
einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert werden kann. Derartige Promotoren, wie 
z.B. der PRP1 Promotor (Ward et al. (1993) Plant Mol Biol 22:361-366), durch 
Salicylsaure induzierbarer Promotor (WO 95/19443), ein durch Benzolsulfonamid- 
induzierbarer Promotor (EP 0 388 186), ein durch Tetrazyklin-induzierbarer Promotor 
40 (Gatz et al. (1992) Plant J 2:397-404), ein durch Abscisinsaure induzierbarer Promotor 
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(EP 0 335 528) bzw. ein durch Ethanol- Oder Cyclohexanon-induzierbarer Promotor 
(WO 93/21334) konnen ebenfalls verwendet werden. 

Ferner sind Promotoren bevorzugt, die durch biotlschen Oder abiotischen Stress 
5 induziert werden wie beispielsweise der pathogen-induzierbare Promotor des PRP1- 
Gens (Ward et al. (1993) Plant Mol Biol 22:361-366), der hitzeinduzierbare hsp70- 
oder hsp80-Promoter aus Tomate (US 5,187,267), der kalteinduzierbare alpha- 
Amylase Promoter aus der Kartoffel (WO 96/12814), der licht-induzierbare PPDK 
Promotor oder der verwundungsinduzierte pinll-Promoter (EP375091 ). 

10 

Pathogen-induzierbare Promotoren umfassen die von Genen, die infolge eines 
Pathogenbefalls induziert werden wie beispielsweise Gene von PR-Proteinen, SAR- 
Proteinen, p-1 ,3-Glucanase, Chitinase usw. (beispielsweise Redolfi et al. (1983) Neth 
J Plant Pathol 89:245-254; Uknes, et al. (1992) The Plant Cell 

1 5 4:645-656; Van Loon (1 985) Plant Mol Viral 4:1 1 1 -1 1 6; Marineau et al. (1 987) Plant 
Mol Biol 9:335-342; Matton et al. (1987) Molecular Plant-Microbe Interactions 2:325- 
342; Somssich et al. (1986) Proc Natl Acad Sci USA 83:2427-2430; Somssich et al. 
(1988) Mol Gen Genetics 2:93-98; Chen et al. (1996) Plant J 10:955-966; Zhang and 
Sing (1 994) Proc Natl Acad Sci USA 91 :2507-251 1 ; Warner, et al. (1 993) Plant J 

20 3:191-201; Siebertz et al. (1989) Plant Cell 1:961-968(1989). 

Umfasst sind auch verwundungs-induzierbare Promotoren wie der des pinll Gens 
(Ryan (1990) Ann Rev Phytopath 28:425-449; Duan et al. (1996) Nat Biotech 14:494- 
498), des wun1 und wun2-Gens (US 5,428,148), des win1- und win2-Gens (Stanford 
25 et al. (1989) Mol Gen Genet 215:200-208), des Systemin (McGurl et al. (1992) Science 
225:1570-1573), des WIP1-Gens (Rohmeier et al. (1993) Plant Mol Bioi 22:783-792; 
Ekelkamp et al. (1993) FEBS Letters 323:73-76), des MPI-Gens (Corderok et al. (1994) 
The Plant J 6(2):1 41 -1 50) und dergleichen. 

30 Weitere geeignete Promotoren sind beispielsweise fruchtreifung-spezifische 

Promotoren, wie beispielsweise der fruchtreifung-spezifische Promotor aus Tomate 
(WO 94/21794, EP 409 625). Entwicklungsabhangige Promotoren schlieSt zum Teil 
die gewebespezifischen Promotoren ein, da die Ausbildung einzelner Gewebe natur- 
gemaB entwicklungsabhangig erfolgt. 

35 

Weiterhin sind insbesondere solche Promotoren bevorzugt, die die Expression in 
Geweben oder Pflanzengeweben sicherstellen, in denen beispielsweise die Bio- 
synthese von p-XCarotinoiden bzw. dessen Vorstufen stattfindet. Bevorzugt sind 
beispielsweise Promotoren mit Spezifitaten fur die Antheren, Ovarien, Petalen, 
40 Sepalen, Bluten, Blatter, Stengel und Wurzeln und Kombinationen hieraus. 
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Knollen-, Speicherwurzel- Oder Wurzel-spezifische Promotoren sind beispielsweise 
der Patatin Promotor Klasse I (B33) Oder der Promotor des Cathepsin D Inhibitors aus 
Kartoffel. 

5 

Blutenspezifische Promotoren sind beispielsweise der Phytoen Synthase Promotor 
(WO 92/16635), der Promotor des P-rr Gens (WO 98/22593), der EPSPS-Promotor 
(M37029), der DFR-A Promotor (X79723), der B-Gen Promotor (WO 0008920) und der 
CHRC-Promotor (WO 98/24300; Vishnevetsky et al. (1 996) Plant J. 10, 1111-1118), 
10 der Promotor P76 und P84 (DE Patentanmeldung 10247599.7) sowie die Promotoren 
der Arabidopsis Gen-Loci At5g33370 (infolge M1 Promoter), At5g22430 (infolge 
. M2 Promoter) und At1g26630 (infolge M3 Promoter). 

Weitere zur Expression in Pflanzen geeignete Promotoren sind beschrieben in Rogers 
15 et al. (1987) Methods in Enzymol 153:253-277; Schardl et al. (1987) Gene 61 :1-11 und 
Berger et al. (1989) Proc Natl Acad Sci USA 86:8402-8406). 

Alle in der vorliegenden Anmeldung beschriebenen Promotoren ermogiichen die 
Expression der (3-Cyclase in in Pflanzengeweben, enthaltend photosynthetisch inaktive 
20 Plastide, wie beispielsweise Blute, Frucht Oder Knolle. 

Bevorzugte Promotoren sind Promotoren die spezifisch fur Pflanzengewebe, enthal- 
tend photosynthetisch inaktive Plastide sind. 

25 Besonders bevorzugt im erfindungsgemaBen Verfahren sind, wie vorstehend erwahnt, 
je nach verwendeter Pflanze konstitutive, blutenspezifische und insbesondere bluten- 
blattspezifische, fruchtspezifische und knolienspezifische Promotoren. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher insbesondere ein Nukleinsaurekonstrukt, 
30 enthaltend funktionell verknupft einen blutenspezifischen oder insbesondere einen 
biutenblattspezifischen Promotor und eine Nukleinsaure codierend eine p-Cyclase, 
enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz 
durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, 
die eine Identitat von mindestens 60 % auf AminosSureebene mit der Sequenz 
35 SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher insbesondere ein Nukleinsaurekonstrukt, 
enthaltend funktionell verknupft einen f ruchtspezif ischen Promotor und eine Nuklein- 
saure codierend eine p-Cyclase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 
40 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Amino- 
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sauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaure- 
ebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, mit der MaBgabe dass der natiirliche 
Promotor der p-Cyclase ausgenommen ist. 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft daher insbesondere ein Nukleinsaurekonstrukt, 
enthaltend funktionell verknupft einen knollenspezif ischen Promotor und eine Nuklein- 
saure codierend eine p-Cyclase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 
Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Deletion von Amino- 
sauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaure- 

10 ebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, mit der MaBgabe dass der natiirliche 
Promotor der p-Cyclase ausgenommen ist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher insbesondere ein Nukleinsaurekonstrukt, 
enthaltend funktionell verknupft einen konstitutiven Promotor und eine Nukleinsaure 
15 codierend eine p-Cyclase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder 
eirie von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder Deletion von Aminosauren 
abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene mit 
der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, mit der MaBgabe dass der natiirliche Promotor 
der p-Cyclase ausgenommen ist. 

20 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt vorzugsweise durch Fusion eines 
geeigneten Promotors mit einer vorstehend beschriebenen Nukleinsaure kodierend 
eine p-Cyclase und vorzugsweise einer zwischen Promotor und Nukleinsaure- 
Sequenz inserierten Nukleinsaure, die fur ein plastidenspezifisches Transitpeptid 

25 kodiert, sowie einem Polyadenyiierungssignal nach gangigen Rekombinations- und 
Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. 
Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L Berman und L.W. Enquist, 
Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, 

30 NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene 
Publishing Assoc. and Wiley-lnterscience (1987) beschrieben sind. 

Die vorzugsweise insertierte Nukleinsauren kodierend ein plastidares Transitpeptid, 
gewShrleisten die Lokalisation in Piastiden und insbesondere in Chromoplasten. 

35 

Es konnen auch Expressionskassetten verwendet werden, deren Nukleinsaure- 
Sequenz fur ein p-Cyclase-Fusionsprotein kodiert, wobei ein Teil des Fusionsproteins 
ein Transitpeptid ist, das die Translokation des Polypeptides steuert. Bevorzugt sind 
fQr die Chromoplasten spezifische Transitpeptide, welche nach Translokation der 



WO 2004/018688 



PCT/EP2003/009101 



49 

p-Cyclase in die Chromoplasten vom fJ-Cyclase-Teil enzymatisch abgespalten 
warden. 

Insbesondere bevorzugt ist das Transitpeptid, das von der plastidaren Nicotiana 
5 tabacum Transketolase oder einem anderen Transitpeptid (z.B. dem Transitpeptid der 
kleinen Untereinheit der Rubisco (rbcS) oder der Ferredoxin NADP Oxidoreduktase als 
auch der Isopentenylpyrophosphat lsomerase-2) oder dessen funktioneilem Aquivalent 
abgeleitet ist. 

1 0 Besonders bevorzugt sind Nukleinsaure-Sequenzen von drei Kassetten des Plastiden- 
Transitpeptids der plastidaren Transketolase aus Tabak in drei Leserastern als 
Kpnl/BamHI Fragmente mit einem ATG-Codon in der Ncol Schnittstelle: 

pTP09 

15 

KpnLGGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTCACTCTCTCTCAAGCTATCCTCTCTC 
GTTCTGTCCCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTTCTTCTCT- 
CACTTTTTCCGGCCTTAAATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCG- 
TACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGTCGTAAGGTCACCGGC- L 
20 GATTCGTGCCTCAGCTGCAACCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCGG- 
GATCC.BamHI 

PTP10 

25 KpnLGGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTCACTCTCTCTCAAGCTATCCTCTCTC 
GTTCTGTCCCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTTCTTCTCT- 
CACTTTTTCCGGCCTTAAATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCG- 
TACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGTCGTAAGGTCACCGGC- 
GATTCGTGCCTCAGCTGCAACCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCGCTG- 

30 GATCC_BamHI 

i 

pTP11 

KpnLGGTACCATGGCGTCTTCTTCTTCTCTCACTCTCTCTCAAGCTATCCTCTCTC 
35 GTTCTGTCCCTCGCCATGGCTCTGCCTCTTCTTCTCAACTTTCCCCTTCTTCTCT- 
CACTTTTTCCGGCCTTAAATCCAATCCCAATATCACCACCTCCCGCCGCCG- 
TACTCCTTCCTCCGCCGCCGCCGCCGCCGTCGTAAGGTCACCGGC- 
GATTCGTGCCTCAGCTGCAACCGAAACCATAGAGAAAACTGAGACTGCGGG- 
GATCC_BamHI 

40 
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Weitere Beispiele fur ein plastidares Transitpeptid sind das Transitpeptid der plasti- 
daren Isopentenyl-pyrophosphat lsomerase-2 (IPP-2) aus Arabisopsis thaliana und 
das Transitpeptid der kfeinen Untereinheit der Ribulosebisphosphat Carboxylase (rbcS) 
aus Erbse (Guerineau, F, Woolston, S f Brooks, L, Mullineaux, P (1988) An expression 
5 cassette for targeting foreign proteins into the chloroplasts. Nucl. Acids Res. 16: 
11380). 

Die erfindungsgemaBen NukieinsSuren konnen synthetisch hergestellt Oder naturlich 
gewonnen sein oder eine Mischung aus synthetischen und naturlichen Nukleinsaure- 
10 Bestandteilen enthalten, sowie aus verschiedenen heterologen Genabschnitten 
verschiedener Organismen bestehen. 

Bevorzugt sind, wie vorstehend beschrieben, synthetische Nukleotid-Sequenzen mit 
Kodons, die von Pflanzen bevorzugt werden. Diese von Pflanzen bevorzugten Kodons 
15 konnen aus Kodons mit der hochsten Proteinhaufigkeit bestimmt werden, die in den 
meisten interessanten Pfianzenspezies exprimiert werden, 

Bei der Preparation einer Expressionskassette konnen verschiedene DNA-Fragmente 
manipuliert werden, um eine Nukleotid-Sequenz zu erhalten, die zweckmaBigerweise 
20 in der korrekten Richtung liest und die mit einem korrekten Leseraster ausgestattet ist. 
Fur die Verbindung der DNA-Fragmente miteinander konnen an die Fragmente 
Adaptoren oder Linker angesetzt werden. 

ZweckmaBigerweise konnen die Promotor- und die Terminator-Regionen in Transkrip- 
25 tionsrichtung mit einem Linker oder Polylinker, der eine oder mehrere Restriktions- 
stellen fur die Insertion dieser Sequenz enthalt, versehen werden. In der Regel hat der 
Linker 1 bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 6 Restriktionsstellen. Im allge- 
meinen hat der Linker innerhalb der regulatorischen Bereiche eine GroBe von weniger 
als 100 bp, haufig weniger als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. Der Promotor kann 
30 sowohl nativ bzw. homolog ais auch fremdartig bzw. heterolog zur Wirtspflanze sein. 
Die Expressionskassette beinhaltet vorzugsweise in der S'-S'-Transkriptionsrichtung 
den Promotor, eine kodierende Nukleinsauresequenz oder ein Nukleinsaurekonstrukt 
und eine Region fur die transkriptionale Termination. Verschiedene Terminations- 
bereiche sind gegeneinander beliebig austauschbar. 

35 

Beispiele fur einen Terminator sind der 35S-Terminator (Guerineau et al. (1988) 
Nucl Acids Res. 16: 1 1380), der nos Terminator (Depicker A, Stachel S, Dhaese P, 
Zambryski P, Goodman HM. Nopaline synthase: transcript mapping and DNA 
sequence. J Mol Appl Genet. 1982;1(6):561-73) oder der ocs Terminator (Gielen, J, 
40 de Beuckeleer, M, Seurinck, J, Debroek, H, de Greve, H, Lemmers, M, van Montagu, 
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M, Schell, J (1984) The complete sequence of the TL-DNA of the Agrobacterium 
tumefaciens plasmid pTiAchS. EMBO J. 3: 835-846). 

Ferner kSnnen Manipulationen, die passende Restriktionsschnittstellen bereitstellen 
5 Oder die uberflussige DNA oder Restriktionsschnittstellen entfernen, eingesetzt 
werden. Wo Insertionen, Deletionen Oder Substitutionen wie z.B. Transitibnen und 
Transversionen in Frage kommen, kdnnen in wfro-Mutagenese, "primer-repair", 
Restriktion Oder Ligation verwendet werden. 

10 Bei geeigneten Manipulationen, wie z.B. Restriktion, "chewing-back" oder Auffullen 
von UberhSngen fur "bluntends", kdnnen komplementare Enden der Fragmente fur die 
Ligation zur Verfugung gestellt werden. 

Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Polyadenylierungssignale, 
15 vorzugsweise solche, die im wesentlichen T-DNA-Polyadenylierungssignale aus 

Agrobacterium tumefaciens, insbesondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) 
des Ti-Plasmids pTiACHS entsprechen (Gielen et al., EMBO J. 3 (1984), 835 ff) Oder 
funktionelle Aquivalente. 

20 Die Ubertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pflanze wird als Transformation 
bezeichnet. 

Dazu konnen an sich bekannte Methoden zur Transformation und Regeneration von 
Pf lanzen aus Pflanzengeweben oder Pflanzenzellen zur transienten oder stabilen . 
25 Transformation genutzt werden. 

Geeignete Methoden zur Transformation von Pf lanzen sind die Protoplastentrans- 
formation durch Polyethylenglykol-induzierte DNA-Aufnahme, das biolistische Ver- 
fahren mit der Genkanone - die sogenannte particle bombardment Methode, die 

30 Elektroporation, die Inkubation trockener Embryonen in DNA-haltiger Ldsung, die 
Mikroinjektion und der, vorstehend beschriebene, durch Agrobacterium vermittelte 
Gentransfer. Die genannten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes et al., Tech- 
niques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1 , Engineering and Utilization, 
herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press (1993), 128-143 sowie in 

35 Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 205-225) beschrie- 
ben. 



Vorzugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor kloniert, der 
geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu transformieren, beispielsweise pBin19 
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(Bevan et ah, Nucl. Acids Res. 12 (1984), 8711) oder besonders bevorzugt pSUN2, 
pSUN3, pSUN4 Oder pSUNS (WO 02/00900). 

Mit einem Expressionsplasmid transformierte Agrobakterien konnen in bekannter 
5 Weise zur Transformation von Pflanzen verwendet werden, z.B. indem verwundete 
Blatter oder Blattstucke in einer Agrobakterienlosuhg gebadet und anschlieBend in 
geeigneten Medien kultiviert werden. 

Zur bevorzugten Herstellung von genetisch veranderten Pflanzen, im folgenden auch 
10 transgene Pflanzen bezeichnet, wird die fusionierte Expressionskassette, die eine 
P-Cyclase exprimiert, in einen Vektor, beispielsweise pBin19 oder insbesondere 
pSUNS kloniert, der geeignet ist, in Agrobacterium tumefaciens transformiert zu 
werden Mit einem solchen Vektor transformierte Agrobakterien konnen dann in 
bekannter Weise zur Transformation von Pflanzen, insbesondere von Kulturpflanzen 
15 verwendet werden, indem beispielsweise verwundete Blatter oder Blattstucke in einer 
Agrobakterienlosung gebadet und anschlieBend in geeigneten Medien kultiviert 
werden. 

Die Transformation von Pflanzen durch Agrobakterien ist unter anderem bekannt aus 
20 F.F. White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1 , 
Engineering and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic 
Press, 1993, S. 15-38. Aus den transformierten Zellen der verwundeten Blatter bzw. 
Blattstucke konnen in bekannter Weise transgene Pflanzen regeneriert werden, die 
ein in die Expressionskassette integriertes Gen fur die Expression einer Nukleinsaure 
25 codierend eine P-Cyclase enthaiten. 

Zur Transformation einer Wirtspf lanze mit einer fur eine p-Cyclase kodierenden 
Nukleinsaure wird eine Expressionskassette als Insertion in einen rekombinanten 
Vektor eingebaut, dessen Vektor-DNA zusatzliche funktionelle Regulationssignale, 
30 beispielsweise Sequenzen fur Replikation oder Integration enthalt. Geeignete Vektoren 
sind unter anderem in "Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology" 
(CRG Press), Kap. 6/7, S. 71-119 (1993) beschrieben. 

Unter Verwendung der oben zitierten Rekombinations- und Klonierungstechniken 
35 konnen die Expressionskassetten in geeignete Vektoren kloniert werden, die ihre 
Vermehrung, beispielsweise in E co//, ermogiichen. Geeignete Klonierungsvektoren 
sind u.a. pJIT117 (Guerineau et al. (1988) Nucl. Acids Res.16 :11380), pBR332, pUC- 
Serien, M13mp-Serien und pACYC184. Besonders geeignet sind binare Vektoren, die 
sowohl in E colt als auch in Agrobakterien replizieren konnen. 
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Die Erfindung betrifft ferner die genetisch veranderten Pflanzen, wobei die genetische 
Veranderung die Aktivitat einer {J-Cyclase in Pflanzengeweben, enthaltend photosyn- 
thetisch inaktive Plastide, gegenuber dem Wildtyp erhoht und die erhohte p-Cyclase- 
Aktivitat durch eine p-Cyclase verursacht wird, enthaltend die Aminosauresequenz 
5 SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion Oder 
Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 
60 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist 

Vorzugsweise erfolgt die Erhohung der p-Cyclase-Aktivitat durch eine Erhohung der 
10 Genexpression einer Nukleinsaure, kodierend eine 0-Cyclase, enthaltend die Amino- 
sauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 
Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von 
mindestens 60 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, 
gegenuber dem Wildtyp. 

15 

Vorzugsweise erfolgt die Erhohung der Genexpression dadurch, dass man Nuklein- 
sauren in die Pflanze einbringt, die 0-Cyclasen kodieren, enthaltend die Aminosaure- 
sequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion 
oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 
20 60 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

Bevorzugt sind genetisch veranderte Pflanze, die mindestens eine Nukleinsaure, 
kodierend eine ^-Cyclase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder 
eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren 
25 abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene mit 
der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, enthalten, mit der MaBgabe, dass Tomate 
ausgenommen ist. 

Wetter besonders bevorzugte, genetisch veranderte Pflanzen weisen, wie vorstehend 
30 erwahnt, zusatzlich gegenuber dem Wildtyp eine erhohte Hydroxlase-Aktivitat auf. 
Weiter bevorzugte AusfQhrungsformen sind vorstehend im erfindungsgemaBen 
Verfahren beschrieben. 

Weiter besonders bevorzugte, genetisch veranderte Pflanzen weisen, wie vorstehend 
35 erwahnt, zusatzlich gegenuber dem Wildtyp eine reduzierte Aktivitat, mindestens 
einer der Aktivitaten, ausgewahlt aus der Gruppe s-Cyclase-Aktivitat und endogene 
p-Hydroxylase-Aktivitat auf. Weiter bevorzugte AusfQhrungsformen sind vorstehend 
im erfindungsgemaBen Verfahren beschrieben. 
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Vorzugsweise sind die Pflanzengewebe, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide, 
ausgewahlt sind aus der Gruppe Blute, Frucht und Knolle. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind die genetisch veranderte Pflanzen, die im 
5 Vergleich zum Wildtyp eine erhShte p-Cyclase-Aktivitat in Bluten aufweisen ausgewahlt 
aus den Familien Ranunculaceae, Berberidaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, 
Rosaceae, Fabaceae, Linaceae, Vrtaceae, Brassiceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, 
Caryophyllaceae, Amaranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprifoliaceae, 
Oleaceae, Tropaeolaceae, Solanaceae, Scrophulariaceae, Asteraceae, Liliaceae, 
10 Amaryllidaceae, Poaceae, Orchidaceae, Malvaceae, liliaceae Oder Lamiaceae. 

Besonders bevorzugt sind Pflanzen, ausgewahlt aus den Pflanzengattungen Marigold, 
Tagetes erecta, Tagetes patula, Acacia, Aconitum, Adonis, Arnica, Aqulegia, Aster, 
Astragalus, Bignonia, Calendula, Calendula officinalis, Caltha, Campanula, Canna, 

15 Centaurea, Cheiranthus, Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbita, Cytisus, 
Delonia, Delphinium, Dianthus, Dimorphotheca, Doronicum, Eschscholtzia, Forsythia, 
Fremontia, Gazania, Gelsemlum, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, 
Grevillea, Helenium, Helianthus, HepatJca, Heracleum, Hisbiscus, Heliopsis, Hyperi- 
cum, Hypochoeris, Impatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leontodon, 

20 Lilium, Linum, Lotus, Lycopersicon, Lysimachia, Maratia, Medicago, Mimulus, Narcis- 
sus, Oenothera, Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentilla, 
Pyracantha, Ranunculus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Silphium, 
Sinapsis, Solanum tuberosum, Sorbus, SpartJum, Tecoma, Torenia, Tragopogon, 
Trollius, Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, Viola Oder Zinnia. 

25 

In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform sind die genetisch veranderten 
Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte p-Cyclase-Aktivitat in Frfichten 
aufweisen ausgewahlt aus den Pflanzengattungen Actinophloeus, Aglaeonema, 
Ananas, Arbutus, Archontophoenix, Area, Aronia, Asparagus, Avocado, Attalea, 

30 Berberis, Bixia, Brachychilum, Bryonia, Caliptocalix, Capsicum, Carica, Celastrus, 
Citrullus, Citrus, Convailaria, Cotoneaster, Crataegus, Cucumis, Cucurbita, Cuscuta, 
Cycas, Cyphomandra, Dioscorea, Diospyrus, Dura, Elaeagnus, Elaeis, Erythroxylon, 
Euonymus, Erbse, Ficus, Fortunella, Fragaria, Gardinia, Gonocaryum, Gossypium, 
Guava, Guilielma, Hibiscus, Hippophaea, Iris, Kiwi, Lathyrus, Lonicera, Luffa, Lycium, 

35 Lycopersicum, Mais, Malpighia, Mangifera, Mormodica, Murraya, Musa, Nenga, 
Orange, Palisota, Pandanus, Passiflora, Persea, Physalis, Prunus, Ptychandra, 
Punica, Pyracantha, Pyrus, Ribes, Rosa, Rubus, Sabal, Sambucus, Seaforita, 
Shepherdia, Solanum, Sorbus, Synaspadix, Tabernae, Tamus, Taxus, Trichosanthes, 
Triphasia, Vaccinium, Viburnum, Vignia, Vitis Oder Zucchini verwendet. 



40 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform sind die genetisch veranderten 
Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte p-Cyclase-Aktivitat in Knollen 
aufweisen Solanum tuberosum. 

5 Besonders bevorzugte Pflanzen weisen als Wildtyp am Gesamtcarotinoidgehalt in 
Pflanzengeweben, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide einen hoheren Anteil 
an cc-Carotinoiden als p-Carotinoiden auf. 

Besonderes bevorzugt sind genetisch ver§nderte Pflanzen der Gattung Tagetes, 
10 enthaltend mindestens eine Nukleinsaure, kodierend eine p-Cydase, enthaltend die 
Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, 
Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von 
mindestens 60 % auf AminosSureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

15 Besonders bevorzugte Pflanzen sind Marigold, Tagetes erecta, Tagetes patula wobei 
die Herstellung der p-Carotinoide, vorzugsweise Zeaxanthin, in Bluten, besonders 
bevorzugt in den Petalen stattfindet 

Besonders bevorzugte Pfanzengewebe, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide 
20 sind die WurzelknoIIe von Solanum tuberosum, die Samenfruchte von Zea Mais, die 
Blute von Tagetes erecta und die Blute von Calendula officinalis. 

Die gegentisch veranderten Pflanzen, deren Vermehrungsgut, sowie deren Pflanzen- 
zellen, -gewebe. Oder -teile, insbesondere deren Blutenblatter, Knollen Oder Fruchte 
25 sind ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Die genetisch veranderten Pflanzen konnen, wie vorstehend beschrieben, zur Her- 
stellung von p-Carotinoiden, insbesondere p-Carotin und Zeaxanthin verwendet 
werden. 

30 

Von Menschen und Tieren verzehrbare erfindungsgemaBe, genetisch veranderte 
Pflanzen mit erhohtem Gehalt an p-Carotinoiden konnen auch beispielsweise direkt 
Oder nach an sich bekannter Prozessierung als Nahrungsmittel Oder Futtermittel Oder, 
als Futter- und Nahrungserganzungsmittel verwendet werden. Femer konnen die 
35 genetisch veranderten Pflanzen zur Herstellung von p-Carotinoid-haltigen Extrakten 
der Pflanzen und/oder zur Herstellung von Futter- und Nahrungserganzungsmitteln 
verwendet werden. 

Zeaxanthinhaltige Extrakten konnen zur Pigmentierung von Tierprodukten ins- 
40 besondere der Familie Galiformes, verwendet werden. Die Pigmentierung erfolgt 
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durch orale Verabreichung der zeaxanthinhaltigen Extrakte, die dem jeweiligen Tier 
entsprechend prozessiert und zu oralen Verabreichung aufbere'rtet wurden. Unter 
Tierprodukten werden insbesondere Haut, Reich, Feder und Eidotter verstanden 

5 Die genetisch veranderten Pflanzen konnen auch als Zierpflanzen im Horticulture- 
Bereich verwendet werden. 

Die genetisch veranderten Pflanzen weisen im Vergleich zum Wildtyp einen erhohten 
Gehalt an p-Carotinoiden in Pflanzengeweben, enthaltend photosynthetisch inaktive 
10 Plastide, auf. 

Unter einem erhohten Gehalt an p-Carotinoiden wird in der Regel ein erhohter Gehalt 
an Gesamt-p-Carotinoid verstanden. 

15 Unter einem erhdhten Gehalt an p-Carotinoiden wird aber auch insbesondere ein 
veranderter Gehalt der bevorzugten p-Carotinoide verstanden, ohne dass zwangs- 
laufig der Gesamt-Carotinoidgehalt erhoht sein muss. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weisen die erfindungsgemaBen, 
20 genetisch veranderten Rlanzen im Vergleich zum Wildtyp in Pflanzengeweben, 
enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide, einen erhohten Gehalt an p-Carotin 
oder Zeaxanthin, insbesondere Zeaxanthin auf. 

Unter einem erhohten Gehalt wird in diesem Fall auch ein verursachter Gehalt an 
25 p-Carotinoiden, bzw. p-Carotin oder Zeaxanthin verstanden. 

Die Erfindung wird durch die nun folgenden Beispiele erlautert, 1st aber nicht auf diese 
beschrankt: 

30 Allgemeine Experimentelle Bedingungen: 
Sequenzanalyse rekombinanter DNA 

Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekule erfolgte mit einem Laserfluoreszenz- 
DNA-Sequenzierer der Rrma Licor (Vertrieb durch MWG Biotech, Ebersbach) nach der 
35 Methode von Sanger (Sanger et al M Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977), 5463-5467). 
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Beispiel 1 : Herstellung von Expressionsvektoren zur blutenspezif ischen Expression 
der chromoplastenspezifischen Lycopin p cyclase aus Lycopersicon escu- 
lentum unter Kontrolle des Promoters P76 

5 a) Isolation von Promoter P76 mittels PCR mit genomischer DNA von Arabidopsis 
thaliana als Matrize. 

Hierzu wurden die Oligonukleotid Primer SEQ. ID. No. 20 (P76for) und SEQ. ID. 
NO. 21 (P76rev) verwendet. Die Oligonukleotide wurden bei der Synthese mit einem 
10 5' Phosphatrest versehen. Die genomische DNA wurde aus Arabidopsis thaliana wie 
beschrieben (Galbiati M et al. Funct. Integr. Genomics 2000, 20 1:25-34) isoliert. 

Die PCR Amplifikation wurde wie folgt durchgefuhrt: 

15 80ng genomische DNA 

1* Expand Long Template PCR Puffer 
2,5 mM MgCI2 

je 350 MM dATP, dCTP, dGTP, dTTp 
je 300 nM eines jeden Primers 
20 2,5 Units Expand Long Template Polymerase 
in einem Endvolumen von 25 pi 

Folgendes Temperaturprogramm wird verwendet: 

25 1 Zyklus mit 1 20 sec bei 94°C 

35 Zyklen mit 94°C fur 10 sec, 48°C fur 30 sec und 68°C fur 3 min 
1 Zyklus mit 68°C fur 10 min 

Das PCR Produkt (SEQ. ID. NO. 22) wird mit Agarosegelektrophorese gereinigt und 
30 das 1032 bp Fragment durch Gelelution isoliert. 

Der Vektor pSunS wird mit der Restriktionsendonuklease EcoRV verdaut und ebenfalls 
uber Agarosegelektrophorese aufgereinigt und durch Gelelution gewonnen. 

35 Das gereinigte PCR Produkt wird in den so behandelten Vektor kloniert. 

Urn die Orientierung des Promotors im Vektor zu uberprufen wird mit der Restriktion- 
sendonuklease BamHI verdaut Entsteht hierbei ein 628 bp Fragment ist die Orientie- 
rung entsprechend der Abb. 2. 

40 
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Dieses Konstrukt wird mit p76 bezeichnet 

b) Isolation der Nukleinsaure, kodierend eine p-Cyclase (Bgene) mittels PCR mit 
genomischer DNA von Lycopersicon esculentum als Matrize. 

5 

Hierzu wurden die Oligonukleotid Primer SEQ. ID. NO. 23 (BgeneFor) und SEQ. ID.. 
NO. 24 (BgeneRev) verwendet. Die Oligonukleotide wurden bei der Synthese mit 
einem 5' Phosphatrest versehen. Die genomische DNA wurde aus Lycopersicon 
esculentum wie beschrieben (Galbiati M et al. Funct. Integr. Genomics 2000, 20 1:25- 
10 34)isoliert. 

Die PCR Amplifikation wurde wie folgt durchgefuhrt: 

80ng genomische DNA 
15 1 x» Expand Long Template PCR Puffer 
2,5 mM MgCI2 

je 350 MM dATP, dCTP, dGTP, dTTp 
je 300 nM eines jeden Primers 
2,5 Units Expand Long Template Polymerase 
20 in einem Endvolumen von 25 pi 

Folgendes Temperaturprogramm wurde verwendet: 

1 Zyklus mit 120 sec bei 94°C 
25 35Zyklen mit 94°C fur 10 sec, 48°C fur 30 sec und 68°C fur 3 miri 
1 Zyklus mit 68°C f Or 10 min 

Das PCR Produktwurde mit Agarosegelektrophorese gereinigt und das 1486 bp 
Fragment durch Gelelution isoliert. 

Der Vektor p76 wird mit der Restriktionsendonuklease Smal verdaut und ebenfalls uber 
Agarosegelektrophorese aufgereinigt und durch Gelelution gewonnen. 

Das gereinigte PCR Produkt wird in den so behandelten Vektor kloniert. 
35 Urn die Orientierung von Bgene im Vektor zu uberpruf en wird mit der Restriktionsen- 
donuklease EcoRI verdaut. Entsteht hierbei ein 445 bp Fragment ist die Orientierung 
entsprechend der Abb- 2. 

Dieses Konstrukt wird mit p76Bgene bezeichnet. 

40 
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Beispiel 2: Herstellung eines Klonierungsvektors zur Herstellung von doppelstrangi- 
gen e-Cyclase-Ribonukleinsauresequenz-Expressionskassetten fur die 
blutenspezifischen Expression von Epsilon-cyclase dsRNAs in Tagetes 
erecta 

5 

Die Expression von Inverted-Repeat Transkripten bestehend aus Fragmenten der 
Epsilon-Cyclase in Tagetes erecta erfolgte unter Kontrolle einer modifizierten Version 
AP3P des blutenspezifischen Promoters AP3 aus Arabidopsis thaliana (AL1 32971: 
Nukleotidregion 9298-10200; Hill et al. (1998) Development 125: 1711-1721) 

10 

Das Inverted-Repeat Transkript enthalt jeweils ein Fragment in korrekter Onentierung 
(Sense-Fragment) und ein sequenzidentisches Fragment in entgegengesetzter 
Orientierung (Antisense-Fragment), die durch ein funktionelles Intron, das PIV2 Intron 
des ST-LH1 Genes aus Kartoffel (Vancanneyt G. et al. (1 990) Mol Gen Genet 220: 
1 5 24,5-50) mit einander verbunden sind: 

Die cDNA, die fur den AP3 Promoter (-902 bis +15) aus Arabidopsis thaliana kodiert, 
wurde mittels PCR unter Verwendung genomischer DNA (nach Standardmethode aus 
Arabidopsis thaliana isoliert) und der Primer PR7 (SEQ ID No. 25) und PR10 (SEQ ID 
20 No. 28) hergestellt. 

Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplifikation der DNA, die das AP3-Promoterfragment (-902 bis +15) 
25 kodiert, erfolgte in einem 50 \ii Reaktionsansatz, in dem enthalten wan 

- 1 ml genomischer DNA aus Athaliana (1 :1 00 verd 
hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

30 - 0,2 mM PR7 (SEQ ID No. 25) 

- 0,2 mM PR10 (SEQ ID No. 28) 

- 5 ml 1 0X PCR-Puffer (Stratagene) 

- 0,25 ml Pfu Polymerase (Stratagene) 

- 28,8 mlAq. Dest. 

35 

Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefOhrt: 

1X 94°C 2Minuten 
35X 94°C 1 Minute 
40 50°C 1 Minute 
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72°C 1 Minute 
1X 72°C10Minuten 

Das 922 Bp Amplifikat wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den PCR- 
5 Klonierungsvektor pCR 2.1 (Invitrogen) kloniert und das Plasmid pTAP3 erhalten. 

Sequenzierung des Klons pTAP3 bestatigte eine Sequenz, die sich lediglich in durch 

eine Insertion (ein G in Position 9765 der Sequenz AL1 32971 ) und einen Basenaus- 
- tausch (ein G statt ein A in Position 9726 der Sequenz AL1 32971 ) von der publizierten 

AP3 Sequenz (AL1 32971, Nukleotidregion 9298-10200) unterscheidet (Position 33: T 
1 0 statt G, Position 55: T statt G). Diese Nukleotidunterschiede wurden in einem unab- 

hangigen Amplifikationsexperiment reproduziert und reprasentieren somit die Nukleo- 

tidsequenz in der verwendeten Arabidopsis thaliana Pflanze. 

Die modifizierte Version AP3P wurde mittels rekombinanter PCR unter Verwendung 
15 des Plasmids pTAP3 hergestellt. Die Region 1 0200-9771 wurde mit den Primern PR7 
(SEQ ID No. 25) und Primern PR9 (SEQ ID No. 27) amplifiziert (Amplifikat A7/9), die 
Region 9526-9285 wurde mit den PR8 (SEQ ID No. 26) und PR10 (SEQ ID No. 28) 
amplifiziert (Amplifikat A8/1 0). 

20 Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR-Reaktionen zur Amplifikation der DNA-Fragmente, die fur die Regionen 
Region 10200-9771 und 9526-9285 des AP3 Promoters kodieren, erfolgte in 50 uJ 
Reaktionsansatzen, in denen enthalten war: 

25 

- 1 00 ng AP3 Amplifikat (oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 mM PR7 (SEQ ID No. 15) bzw. PR8. (SEQ ID-No: 26) 

- 0,2 mM PR9 (SEQ ID No. 17) bzw. PR10 (SEQ ID No. 28) 
30 - 5 mllOXPCR-Puffer(Stratagene) 

- 0,25 ml Pfu Taq Polymerase (Stratagene) 

- 28,8 ml Aq. Dest. 

Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefOhrt: 

35 

1 X 94°C 2 Minuten 
35 X 94°C 1 Minute 

50°C 2 Minuten 

72°C 3 Minuten 
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1 X 72°ClOMinuten . 

Die rekombinante PCR beinhaltet Annealing der sich uber eine Sequenz von 25 
Nukleotiden uberlappenden Amplifikate A7/9 und A8/10, Vervollstandigung zu einem 
5- Doppelstrang und anschlieBende Amplifizierung. Dadurch entsteht eine modifizierte 
Version des AP3 Promoters, AP3P, in dem die Positionen 9670-9526 deletiert sind. Die 
Denaturierung (5 min bei 95°C) und Annealing (langsame Abkiihlung bei Raumtempe- 
ratur auf 40°C) beider Amplifikate A7/9 und A8/10 erfolgte in einem 17.6 ml Reaktions- 
ansatz, in dem enthalten war: 

10 

- 0,5 mg A7/9 

- 0,25 mg A8/10 

Das AuffGllen der 3'Enden (30 min bei 30°C) erfolgte in einem 20 ul Reaktionsansatz, 
.15 in clem enthalten war: 

- 17,6 ml A7/9 und A8/1 0-Annealingsreaktion (hergestellt 

wie oben beschrieben) 
-50 mMdNTPs 
20 - 2 ml 1 X Klenow Puffer 

- 2 U Klenow Enzym 

Die Nukleinsaure kodierend fur die modifizierte Promoterversion AP3P wurde mittels 
PCR unter Verwendung eines sense spezifischen Primers (PR7 SEQ ID No. 25) und 
25 eines antisense spezifischen Primers (PR1 0 SEQ ID No. 28) amplif iziert. 

Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

Die PCR zur AmplHikation des AP3P Fragmentes erfolgte in einem 50 ml Reakttonsan- 
30 satz, in dem enthalten war: 

- 1 ml Annealingsreaktion (hergestellt wie oben 

beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

35 - 0,2 mM PR7 (SEQ ID No. 25) 

- 0,2 mM PR10(SEQIDNo.28) 

- 5 mMOXPCR-Puffer(Stratagene) 

- 0,25 ml Pfu Taq Polymerase (Stratagene) 

- 28,8 ml Aq. Dest. 
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Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefOhrt: 

1 X 94°C 2Minuten 
5 35 X 94°C 1 Minute 

50°C 1 Minuten 

72°C 1 Minuten 
1 X 72°C 10 Minuten 

10 Die PCR-Amplifikation mit PR7, SEQ ID No. 25 und PR10 SEQ ID No. 28 resultierte in 
einem 778 Bp Fragment das fQr die modifizierte Promoterversion AP3P kodiert. Das 
Amplifikat wurde in den Klonierungsvektor pGR2.1 (Invitrogen) kloniert Sequenzierun- 
gen mit den Primem T7 und M13 bestatigten eine zur Sequenz AL1 32971 , Region 
10200-9298 identische Sequenz, wobei die interne Region 9285-9526 deletiert wurde. 

. 1 5 Diese Klon wurde daher fOr die Klonierung in den Expressionsvektor pJIT1 1 7 (Gueri- 
neau et al. 1988, Nucl, Acids Res. 16: 11380) verwendet. 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 771 Bp Sacl-Hindlll Fragmentes aus . 
pTAP3P und Ligierung in den Sacl-Hindlll geschnittenen Vektor pJIT117. Der Klon, 
20 der den Promoter AP3P anstelle des ursprunglichen Promoters d35S enthalt, heiBt 
DJAP3P. 

Ein DNA-Fragment, das das PIV2 Intron des Gens ST-LS1 enthalt wurde mittels PCR 
unter Verwendung von Plasmid-DNA p35SGUS INT (Vancanneyt G. et al.(1990) Mol 
25 Gen Genet 220: 245-50)sowie der Primer PR40 (Seq ID No. 30) und Primer PR41 
(Seq ID No. 31) hergestellt. 

Die PCR-Bedingungen waren die folgenden: 

30 Die PCR zur Amplifikation der Sequenz des intron PIV2 des Gens ST-LS1 , erfolgte in 
einem 50 °c| Reaktionsansatz, in dem enthalten war. 

- 1 mlp35SGUSINT 

- 0,25mMdNTPs 

35 - 0,2 mMPR40 (SEQ ID No. 30) 

- 0,2 mM PR41 (SEQ ID No. 31) 

- 5 ml 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,25 ml R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28,8 ml Aq. Dest. 
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Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefGhrt: 

1X 94°C2Minuten 
5 35X 94°C 1 Minute 
53°C 1 Minute 
72°C 1 Minute 
1X 72°C 10 Minuten 

10 Die PCR-Amplifikation mit PR40 und PR41 resultierte in einem 206 Bp-Fragment 
Unter Verwendung von Standardmethoden wurde das Ampiifikat in den PCR- 
Klonierungsvektor pBluntll (Invitrogen) kloniert und der Klon pBluntl 1-40-41 erhalten. 
Sequenzierungen dieses Klons mit dem Primer SP6 bestatigte eine Sequenz, die 
identisch ist mit der entsprechenden Sequenz aus dem Vektor p35SGUS INT. 

15 : 

Dieser Klon wurde daher fOr die Klonierung in den Vektor pJAP3P (oben beschrieben). 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 206 Bp Sall-BamHI Fragmentes aus 
pBluntl 1-40-41 und Ligierung mit dem Sall-BamHI geschnittenen Vektor pJAP3P. Der 
20 Klon, der das Intron PIV2 des Gens ST-LS1 in der korrekten Orientierung anschlieGend 
an das 3'Ende des rbcs Transitpeptides enthalt, heiBt pJAM und ist geeignet, Expres- 
sionskassetten fQr die blOtenspezifische Expression von Inverted-Repeat Transkripten 
herzustellen. 

25 In der Abbildung 3 beinhaltet Fragment AP3P den modifizierten AP3P Promoter (771 
bp), Fragment rbcs das rbcS Transitpeptid aus Erbse (204 bp), Fragment intron das 
Intron PIV2 des Kartoffel-Gens ST-LS1, und Fragment term (761 Bp) das Polyadenylie- 
rungssignal von CaMV. 

30 Beispiel 3: Herstellung von Inverted-Repeat-Expressionskassetten fQr die blOten- 
spezifische Expression von Epsilon-cyclase dsRNAs in Tagetes erecta 
(gerichtet gegen die 5'Region der Epsilon-Cyclase cDNA) 

Die Nukleinsaure, die die Sterminale 435bp Region der Epsilon-Cyclase cDNA 
35 (Genbank accession no. AF251 01 6) enthalt, wurde mittels polymerase chain reaction 
(PCR) aus Tagetes erecta cDNA unter Verwendung eines sense speziflschen Primers 
(PR42 SEQ ID NO. 32) und eines antisense speziflschen Primers (PR43 SEQ ID 
NO. 33) amplifiziert. Die Sterminale 435 bp Region der Epsilon-Cyclase cDNA aus 
Tagetes erecta setzt sich zusammen aus 138 bp 5*Nicht-translatierter Sequenz 
40 (5*UTR) und 297 bp der dem N-Terminus entsprechenden kodierenden Region. 
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FOr die Preparation von Total-RNA aus Bluten von Tagetes wurden 100 mg der 
gefrorenen, pulverisierten Bluten in ein ReaktionsgefaB QberfOhrt und in 0,8 ml Trizol- 
Puffer (LifeTechnologies) aufgenommen. Die Suspension wurde mil 0,2 ml Chloroform 

5 extrahiert Nach 1 5 mindtiger Zentrif ugation bei 1 2000 g wurde der wassrige Oberstand 
abgenommen und in ein neues ReaktionsgefaB QberfOhrt und mit einem Volumen 
Ethanol extrahiert. Die RNA wurde mit einem Volumen Isopropanol gefallt, mit 75% 
Ethanol gewaschen und das Pellet in DEPC Wasser (uber Nacht Inkubation von 
Wasser mit 1/1 000 Volumen Diethylpyrocarbonat bei Raumtemperatur, anschlieBend 

10 autoklaviert) geldst. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt. Fur die 
cDNA-Synthese wurden 2,5 \ig Gesamt-RNA fur 10 min bei 60°C denaturiert, fOr 2 min 
auf Eis abgekuhlt und mtttels eines cDNA-Kits (Ready-to-go-you-prime-beads, 
Pharmacia Biotech) nach Herstellerangaben unter Verwendung eines antisense 
spezifischen Primers (PR17 SEQ ID NO. 29) in cDNA umgeschrieben. 

15 

Die Bedingungen der anschlieBenden PCR-Reaktionen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplifikation des PR42-PR43 DNA-Fragmentes, das die Slerminale 
435bp Region der Epsilon-Cyclase enthalt, erfolgte in einem 50 ml Reaktionsansatz, 
20 in dem enthalten war: 

- 1 ml cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 mM PR42 (SEQ ID No. 32) 
25 - 0,2 mM PR43 (SEQ ID No. 33) 

- 5 ml 1 0X PCR-Puff er (TAKARA) 

- 0,25 ml R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28,8 ml Aq. Dest. 

30 Die PCR zur Amplifikation des PR44-PR45 DNA-Fragmentes, das die Slerminale 
435 bp Region der Epsilon-Cyclase enthalt, erfolgte in einem 50 ml Reaktionsansatz, 
in dem enthalten war: 

- 1 ml cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 
35 - 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 mM PR44 (SEQ ID No. 34) 

- 0,2 mM PR45 (SEQ ID No. 35) 

- 5 ml 1 0X PCR-Puff er (TAKARA) 

- 0,25 ml R Taq Polymerase (TAKARA) 
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1X 94°C 2Minuten 
35X 94°C 1 Minute 
58°C 1 Minute 
72°C 1 Minute 
5 1X 72°C 10 Minuten 

Die PCR-Amplifikation mit Primer PR42 und PR43 resuitierte in einem 443 Bp- 
Fragment, die PCR-Amplifikation mit Primer PR44 und PR45 resuitierte in einem 
444 Bp-Fragment. . 

10 

Die beiden Amplifikate, das PR42-PR43 (Hindlll-Sall sense) Fragment und das PR44r 
PR45 (EcoRl-BamHI antisense) Fragment, wurden unter Verwendung von Standard- 
methoden in den PCR-Klonierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) kloniert. Sequenzie- 
rungen mit dem Primer SP6 bestatigten jeweils eine zurpublizierten Sequenz 
1 5 AF251 01 6 (SEQ ID No. 7 > identische Sequenz abgesehen von den eingefQhrten 
Restriktionsstellen. Diese Klone wurde daherfur die Herstellung eines Inverted- 
Repeat Konstrukts in dem Kionierungsvektor pJAI1 (siehe Beispiel 2) verwendet. 

Der erste Klonierungsschritt erfolgte durch isolienjng des 444 Bp PR44-PR45 BamHI- 
20 EcoRI Fragmentes aus dem Kionierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) und Ligierung 
mit dem BamHI-EcoRI geschnittenen Vektor pJAH. Der Won, der Sterminale Region 
der Epsilon-Cyclase in der antisense Orientierung enthalt, heiGt pJAI2. Durch die 
Ligation entsteht eine transkriptionelle Fusion zwischen dem antisense Fragment der 
5'terminalen Region der Epsilon-Cyclase und dem Polyadenylierungssignal aus CaMV. 

25 

Der zweite Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 443 Bp PR42-PR43 Hindlll- 
Sall Fragmentes aus dem Kionierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit 
dem Hindlll-Sall geschnittenen Vektor pJAI2. Der Klon, der 435 bp Sterminale Region 
der Epsilon-Cyclase cDNA in der sense Orientierung enthalt, heiSt pJAI3. Durch die 
30 Ligation entsteht eine transkriptionelle Fusion zwischen dem AP3P und dem sense 
Fragment der Sterminalen Region der Epsilon-Cyclase. 

Fur die Herstellung einer Inverted-Repeat Expressionskassette unter Kontrolle des 
CHRC-Promoters wurde ein CHRC-Promoterfragment unter Verwendung genomischer 

35 DNA aus Petunie (nach Standardmethoden hergestellt) sowie der Primer PRCHRC5 
(SEQ ID No. 50) und PRCHRC3 (SEQ ID No. 51) amplifiziert. Das Amplifikat wurde 
in den Kionierungsvektor pCR2;1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen des resul- 
tierenden Klons pCR2.1-CHRC mit den Primern M13 und T7 bestatigten eine zur 
Sequenz AF099501 identische Sequenz. Dieser Klon wurde daher fur die Klonierung 

40 in den Expressionsvektor pJAI3 verwendet. 
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in den Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzlerungen des resul- 
tierenden Klons pCR2.1 -CHRC mit den Primem M1 3 und T7 bestatigten eine zur 
Sequenz AF099501 identische Sequenz. Dieser Klon wurde daher fur die Klonierung 
in den Expressionsvektor pJAI3 verwendet. 

5 

Die Klonierung erfolgtedurch Isolierung des 1537 bp Sacl-Hindlll Fragments aus 
pCR2.1-CHRC und Ligierung in den Sacl-Hindlll geschnittenen Vektor pJAI3. Der 
Klon, der den Promoter CHRC anstelle des ursprunglichen Promoters AP3P enthalt, 
hei(3tpJCI3. 

10 

Die Herstellung der Expressionsvektoren fur die Agrobacterium-vermittelte Trans- 
formation der AP3P- bzw. CHRC-kontrollierten Inverted-Repeat Transkripts in Tagetes 
erecta erfolgte unter der Verwendung des binaren Vektors pSUN5 (WO02/00900). 

15 Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5AI3 wurde das 2622 bp Sacl-Xhol 
Fragment aus pJAI3 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert 
(Abbildung 4, Konstruktkarte). 

In der Abbildung 4 beinhaltet Fragment AP3P den modifizierten AP3P Promoter (771 
20 bp), Fragment Ssense die 5'Region der Epsilon-Cyclase aus Tagetes erecta (435 bp) 
in Sense-Orientierung, Fragment intron das Intron PIV2 des Kartoffel-Gens ST-LS1 , 
Fragment 5anti die 5'Region der Epsilon- cyclase aus Tagetes erecta (435 bp) in 
antisense Orientierung, und Fragment term (761 Bp) das Polyadenylierungssignal 
von CaMV. 

25 

Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5CI3 wurde das 3394 bp Sacl-Xhol 
Fragment aus pJCI3 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert 
(Abbildung 5, Konstruktkarte). 

30 In der Abbildung 5 beinhaltet Fragment CHRC den Promoter (1 537 bp), Fragment 
Ssense die 5'Region der Epsilon-Cyclase aus Tagetes erecta (435 bp) in Sense- 
Orientierung, Fragment intron das Intron PIV2 des Kartoffel-Gens ST-LS1 , Fragment 
Santi die 5'Region der Epsilon-Cyclase aus Tagetes erecta (435 bp) in Antisense- 
Orientierung, und Fragment term (761 Bp) das Polyadenylierungssignal von CaMV. 

35 
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Beispiel 4: Herstellung einer Inverted-Repeat-Expressionskassette fur die blOten- 
spezifische Expression von Epsilon-cyclase dsRNAs in Tagetes erecta 
(gerichtet gegen die 3'Region der Epsiion-Cyclase cDNA) 



5 Die Nukleinsaure, die die 3terminaie Region (384 bp) der Epsiion-Cyclase cDNA 
(Genbank accession no. AF25101 6) enthalt wurde mittels polymerase chain reaction 
(PCR) aus Tagetes erecta cDNA unter Verwendung eines sense spezifischen Primers 
(PR46 SEQ ID NO. 36) und eines antisense spezifischen Primers (PR47 SEQ ID 
NO. 37; amplifizierf. Die 3'terminale Region (384 bp) der Epsiion-Cyclase cDNA aus 

1 0 Tagetes erecta setzt sich zusammen aus 1 40 bp 3'-Nicht-translatierter Sequenz 
(3'UTR) und 244 bp der dem C-Terminus entsprechenden kodierenden Region. . 

Die Preparation von Total-RNA aus BIQten von Tagetes erolgte wie unter Beispiel 3 
beschrieben. 

15 

Die cDNA Synthese erfolgte wie unter Beispiel 2 unter Verwendung des antisense 
spezifischen Primers PR17 (SEQ ID No. 19) beschrieben. 

Die Bedingungen der anschlieBenden PCR-Reaktionen waren die folgenden: 

20 

Die PCR zur Amplication des PR46-PR457 DNA-Fragmentes, das die 3'terminale 
384 bp Region der Epsiion-Cyclase enthalt, erfolgte in einem 50 ml Reaktionsansatz, 
in dem enthalten war: 



25 - 1 ml cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 mM PR46 (SEQ ID No. 36) 

- 0,2 mM PR47 (SEQ ID No. 37) 
-5 ml 1 0X PCR-Puffer (TAKARA) 

30 - 0 25 ml R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28,8 ml Aq. Dest. 

Die PCR zur Amplifikation des PR48-PR49 DNA-Fragmentes, das die 3'terminale 
384 bp Region der Epsiion-Cyclase enthalt, erfolgte in einem 50 jxl Reaktionsansatz, 
35 in dem enthalten war: 

- 1 ml cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 mM PR48 (SEQ ID No. 38) 
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- 0,2 mM PR49 (SEQ ID No. 39) 

- 5 ml 10 X PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,25 ml R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28,8 ml Aq. Dest. 

5 

Die PCR-Reaktionen wurden unter foigenden Zyklusbedingungen durchgefGhrt: 

1X 94°C 2 Minuten 
35X 94°C 1 Minute 
10 58°C 1 Minute 
72°C 1 Minute 
1X 72°C 10 Minuten 

Die PCR-Amplifikation mit SEQ ID NO.36 und SEQ ID NO. 37 resultierte in einem 
15 392 Bp-Fragment, die PCR-Amplifikation mit SEQ ID NO.38 und SEQ ID NO. 39 
resultierte in einem 396 Bp-Fragment 

Die beiden Amplifikate, das PR46-PR47 Fragment und das PR48-PR49 Fragment, 
wurden unter Verwendung von Standardmethoden in den PCR-Klonierungsvektor 
20 pCR-Bluntll (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen mit dem Primer SP6 bestatigten 
jeweils eine zur pubiizierten Sequenz AF251016 (SEQ ID NO. 7 ) identische Sequenz 
abgesehen von den eingefuhrten Restriktlonsstellen. Diese Klone wurde daher fur die 
Herstellung eines inverted-Repeat Konstrukts in dem Klonierungsvektor pJAH (siehe 
Beispiel 2) verwendet. 

25 

Der erste Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 396 Bp PR48-PR49 BamHI- 
EcoRI Fragmentes aus dem Klonierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) und Ligierung 
mit dem BamHI-EcoRI geschnittenen Vektor pJAH . Der Won, der 31erminale Region 
der Epsilon-Cyclase in der antisense Orientierung enthalt, heiBt pJAI4. Durch die 
30 Ligation entsteht eine transkriptionelle Fusion zwischen dem Antisense-Fragment der 
3terminale Region der Epsilon-Cyclase und dem Polyadenylierungssignal aus CaMV. 

Der zweite Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 392 Bp PR46-PR47 Hindlll- 
Sall Fragmentes aus dem Klonierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) und Ligierung mit 
35 dem Hindlll-Sall geschnittenen Vektor pJAI4. Der Klon, der 392 bp 3terminale Region 
der Epsilon-Cyclase cDNA in der sense Orientierung enthalt, heiBt pJAI5. Durch die 
Ligation entsteht eine transkriptionelle Fusion zwischen dem AP3P und dem Sense- 
Fragmente 3terminale Region der Epsilon-Cyclase. 
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Die Herstellung eines Expressionsvektors fur die Agrobacterium-vermitteite Transfor- 
mation des AP3P-kbntrollierten Inverted-Repeat Transkripts in Tagetes erecta erfolgte 
unter der Verwendung des binaren Vektors pSUN5 (WO02/00900). 2ur Herstellung 
des Expressionsvektors pS5AI5 wurde das 2523 bp Sacl-Xhol Fragment aus pJAI5 
5 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert (Abbildung 5, Konstruktkarte). 

In der Abbildung 5. beinhaltet Fragment AP3Pden modifizierten AP3P Promoter 
(771 bp), Fragment sense die 3'region der Epsilon cyclase aus Tagetes erecta (435 
bp) in sense Orientierung, Fragment intron das Intron IV2 des Kartoffel-Gens ST-LS1 , 
1 0 Fragment and die 3'region der Epsilon cyclase aus Tagetes erecta (435 bp) in anti- 
sense Orientierung, und Fragment term (761 Bp) das Polyadenylierungssignal von 
CaMV. 

Beispiel5: Klonierung des Epsilon-Cyclase Promoters 

15 

Eiii 199 bp Fragment bzw. das 312 bp Fragment des Epsilon-Cyclase Promoters 
wurde durch zwei unabhaxigige Klonierungsstrategien, Inverse PCR (adaptiert Long 
et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 90: 10370) und TAIL-PCR (Liu Y-G. et al. (1995) 
Plant J. 8: 457-463) unter Verwendung genomischer DNA (nach Standardmethode 
20 aus Tagetes erecta, Unie Orangenprinz, isoliert) isoliert. 

FOr den Inverse PCR-Ansatz wurden 2 ug genomische DNA in einem 25 ul Reaktions- 
ansatz mit EcoRV und Rsal verdaut, anschlieBend auf 300 ul verdunnt und uber Nacht 
bei 16°C mit 3U Ligase religiert. Unter Verwendung der Primer PR50 (SEQ ID NO. 40) 
25 und PR51 (SEQ ID NO. 41) wurde durch PCR Amplifikation ein Fragment hergestellt, 
das, jeweils in Sense-Orientierung, 354 bp der Epsilon-Cyclase cDNA (Genbank 
Accession AF251016), ligiert an 300 bp des Epsilon-Cyclase Promoters sowie 70 bp 
des 5terminalen Bereichs der cDNA Epsilon-Cyclase errthalt (siehe- Abbildung 7). 

30 Die Bedingungen der, PCR-Reaktionen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplifikation des PR50-PR51 DNA-Fragmentes, das unter anderem das 
312 bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase enthalt, erfolgte in einem 50 ul Reak- 
tionsansatz, in dem enthalten war: 

35 

- 1 ml Ligationsansatz (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 mM PR50 (SEQ ID No. 40) 

- 0 2 mM PR51 (SEQ ID No. 41) 
40 - 5 ml 10X PCR-Puffer (TAKARA) 
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- 0,25 ml R Taq Polymerase (TAKARA) 
-28,8 mlAq. Dest. 

Die PCR-Reaktionen wurden unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt: 

5 

1X 94°C 2 Minuten 
35X 94°C 1 Minute 
53°C 1 Minute 
72°C 1 Minute 
10 1X 72°C 10 Minuten 

Die PCR-Ampiifikation mit Primer PR50 und PR51 resultierte in einem 734 Bp- 
Fragment, das unter anderem das 312 bp Promdterfragment der Epsilon-Cyclase 
enthalt (Abbildung 7). 
15 ; 

Das Amplifikat, wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den PCR- 
Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen mit den Primern M13 
und J7 ergaben die Sequenz SEQ ID No. 9. Diese Sequenz wurde in einem unab- 
hangigen Amplifikationsexperiment reproduziert und reprasentiert somit die Nukleotid- 
20 sequenz in der verwendeten Tagetes erecta Linie Orangenprinz. 

Fur den TAIL-PCR Ansatz wurden drei sukzessive PCR-Reaktionen mit jeweils 
unterschiedlichen gen-spezifischen Primern (nested primers) durchgefuhrt. 

25 Die TAIL1 -PCR erfolgte in einem 20 ml Reaktionsansatz, in dem enthalten war. 

- 1 nggenomische DNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,2 mM jedes dNTPs 
-0,2mM PR60 (SEQ ID No. 42) 

30 - 0,2 mM AD1 (SEQ ID No. 45) 
-2 ml 1 0X PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,5 ml R Taq Polymerase (TAKARA) 

- mit Aq. Dest. auf 20 ul aufgefullt 

35 AD1 stellte dabei zunachst eine Mischung aus Primern der Sequenzen 
(a/c/g/t)tcga(g/c)t(aA)t(g/c)g(a/t)gtt dar. 
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Die PCR-Reaktion TAIL1 wurden unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefQhrt 

1X 93°C: 1 Min., 95°C: 1 Min. 
5X 94°C: 30 Sek., 62°C: 1 Min., 72°C: 2,5 Min. 
5 1X 94°C: 30 Sek., 25°C: 3 Min., ramp to 72°C in 3 Min. 
72°C: 2,5 Min 

1.5X94°C: 10 Sek., 68°C: 1 Min., 72°C: 2,5 Min.; 
94°C: 10 Sek., 68°C: 1 Min., 72°C: 2,5 Min.; 
94°C: 10 Sek., 29°C: 1 Min., 72°C: 2,5 Min. 
10 1X72°C: 5 Min. 

Die TAIL2-PCR erfolgte in einem 21 ml Reaktionsansatz, in dem enthalten war: 

- 1 ml einer 1 :50 VerdQnnung des TAIL1 -Reaktionsansatzes 
15 (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,8 mM dNTP 

- 0,2 mM PR61 (SEQ ID No. 43) 

- 0,2 mM AD1 (SEQ ID No. 45) 
-2 ml10X PCR-Puffer (TAKARA) 

20 -0,5 ml R Taq Polymerase (TAKARA) 

- mit Aq. Dest. auf 21 ul aufgefQIlt 

Die PCR-Reaktion TAIL2 wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefQhrt: 

25 12X94°C: 10 Sekunden, 64°C: 1 Minute, 72°C: 2.5 Minuten; 
94°C: 10 Sekunden, 64°C: 1 Minute, 72°C: 2.5 Minuten; 
94°C: 10 Sekunden, 29°C: 1 Minute, 72°C: 2.5 Minuten 
1X72°C: 5 Minuten 

■ 

30 Die TAIL3-PCR erfolgte in einem 100 ml Reaktionsansatz, in dem enthalten wan 

- 1 ml einer 1 :10 VerdQnnung des TAIL2-Reaktionsansatzes 
(hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,8 mM dNTP 

35 - 0,2 mM PR63 (SEQ ID No. 44) 

- 0,2 mM AD1 (SEQ ID No. 45) 
-10 ml 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,5 ml R Taq Polymerase (TAKARA) 
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- mit Aq. Dest. auf 100 ul aufgefullt 

Die PCR-Reaktion TAIL3 wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefOhrt: 

5 20X 94°C: 15 Sekunden, 29°C: 30 Sekunden, 72°C: 2 Minuten 
1X 72°C: 5 Minuten 

Die PCR-Amplifikation mit Primer PR63 und AD1 resultierte in einem 280 Bp- 
Fragment, das unter anderem das 199 bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase 
10 enthalt (Abbildung 8). 

Das Amplifikat, wurde unter Verwendung von Standardmethoden in den PCR- 
Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen mit den Primern M13 
und 17 ergaben die Sequenz SEQ ID No. 9. Diese Sequenz ist identisch mit der 
1 5 ecyclase Region innerhalb der Sequenz SEQ ID No. 7, die mit der IPCR Strategic 
isoliert wurde, und reprasentiert somit die Nukleotidsequenz in der verwendeten 
Tagetes erecta Linie Orangenprinz. 

Der pCR2.1-Klon, der das 312 bp Fragment (SEQ ID No. 9) des Epsilon-Cyclase 
20 Promoters, das durch die IPCR-Strategie isoliert wurde, enthalt, heiBt pTA-ecycP und 
wurde fOr die Herstellung der IR Konstrukte verwendet. 

Beispiel 6: Herstellung einer Inverted-Repeat-Expressionskassette fur die blutenspezi- 
fische Expression von Epsilon-cyclase dsRNAs in Tagetes erecta (gerichtet gegen 
25 die Promoterregion der Epsilon-Cyclase cDNA). 

Die Expression von Inverted-Repeat Transkripten bestehend aus Promoterfragmenten 
. der Epsilon-cyclase in Tagetes erecta erfolgte unter Kontrolle einer modifizierten 
Version AP3P des blutenspezif ischen Promoters AP3 aus Arabidopsis (siehe Beispiel 
30 2) Oder des blOtenspezifischen Promoters CHRC (Genbank accession no. AF099501 ). 
Das Inverted-Repeat Transkript enthalt jeweils ein Epsilon-Cyclase-Promoterfragment 
in korrekter Orientierung (Sense-Fragment) und ein sequenzidentisches Epsilon- 
Cyclase-Promoterfragment in entgegengesetzter Orientierung (Antisense-Fragment), 
die durch ein funktionelles Intron (siehe Beispiel 2) miteinander verbunden sind. 

35 

Die Promoterfragmente wurde mittels PCR unter Verwendung von Plasmid-DNA 
(Klon pTA-ecycP, siehe Beispiel 5 ) und der Primer PR1 24 (SEQ ID No. 46) und 
PR126 (SEQ ID No. 48) bzw. der Primer PR125 (SEQ ID No. 47) und PR127 (SEQ ID 
No. 49) hergestellt. 

40 
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Die Bedingungen der PCR-Reaktionen waren die folgenden: 

Die PCR zur Amplifikation des PR124-PR126 DNA-Fragmentes, das 
das Promoterfragment der Epsilon-Cyclase enthalt, erfolgte in einem 50 ml Reaktions- 
5 ansatz, in dem enthaiten war: 

- 1 ml cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 

- 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 mM PR124(SEQIDNo.46) 
10 - 0,2 mM PR126 (SEQ ID No. 48) 

- 5 ml 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,25 ml R Taq Polymerase (TAKARA) 

- 28,8 ml Aq. Dest. 

1 5 Die PCR zur Amplifikation des PR1 25-PR1 27 DNA-Fragmentes, das das 31 2bp 
Promoterfragment der Epsilon-Cyclase enthalt, erfolgte in einem 50 fxl Reaktions- 
ansatz, in dem enthaiten war. 

- 1 ml cDNA (hergestellt wie oben beschrieben) 
20 - 0,25 mM dNTPs 

- 0,2 mM PR125 (SEQ ID No. 47) 

- 0,2 mM PR127 (SEQ ID No. 49) 

- 5 ml 10X PCR-Puffer (TAKARA) 

- 0,25 ml R Taq Polymerase (TAKARA) 
25 - 28,8 ml Aq. Dest. 

Die PCR-Reaktionen wurden unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefQhrt: 

1X 94°C 2Minuten 
30 35X 94°C 1 Minute 
53°C 1 Minute 
72°C 1 Minute 
1X 72°C10Minuten 

35 Die PCR-Amplifikation mit Primer PR124 und PR126 resultierte in einem 358 Bp- 
Fragment, die PCR-Amplifikation mit Primer PR125 und PR127 resultierte in einem 
361 Bp-Fragment. 
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Die beiden Amplifikate, das PR124-PR126 (Hindlll-Sall sense) Fragment und das 
PR125-PR127 (EcoRI-BamHI antisense) Fragment, wurden unter Verwendung von 
Standardmethoden in den PCR-KIonierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) kloniert. 
Sequenzierungen mit dem Primer SP6 bestatigten jeweils eine Sequenz, die abge- . 
5 sehen von den eingefQhrten Restrlktionsstellen identisch ist zu SEQ ID No. 7. Diese 
Klone wurden daher fur die Herstellung eines Inverted-Repeat Konstrukts in dem 
Klonierungsvektor pJAH (siehe Beispiel 2) verwendet. 

Der erste Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 358 Bp PR124-PR126 
1 0 Hindlll-Sall Fragmentes aus dem Klonierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) und 
Ligierung mit dem BamHI-EcoRI geschnittenen Vektor pJAH. Der Klon, das Epsilon- 
Cyclase Promoterfragment in der sense Orientierung enthalt, heiBt cs43. Durch die 
Ligation wird das Sense-Fragment des Epsilon-Cyclase Promoters zwischen den AP3P 
Promoter und das Intron eingefugt. 

15 

Der zweite Klonierungsschritt erfolgte durch Isolierung des 361 Bp PR1 25-PR1 27 
BamHI-EcoRI Fragmentes aus dem Klonierungsvektor pCR-Bluntll (Invitrogen) und 
Ligierung mit BamHI-EcoRI geschnittenen Vektor cs43. Der Klon, der das Epsilon- 
Cyclase Promoterfragment in der antisense Orientierung enthalt heiBt cs44. Durch 
20 die Ligation entsteht eine transkriptionelle Fusion zwischen dem Intron und dem 
Antisense-Fragment des Epsilon-Cyclase Promoters. 

FOr die Herstellung einer Inverted- Repeat Expressionskassette unter Kontrolle des 
CHRC-Promoters wurde ein CHRC-Promoterfragment unter Verwendung genomischer 

25 DNA aus Petunie (nach Standardmethoden hergestellt) sowie der Primer PRCHRC3' 
(SEQ ID NO. 51) und PRCHRC5' (SEQ ID NO. 50) amplifiziert. Das Amplifikat wurde in 
den Klonierungsvektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Sequenzierungen des resultieren- 
den Klons pCR2.1-CHRC mit den Primern M13 und T7 bestatigten eine zur Sequenz 
AF099501 identische Sequenz. Dleser Klon wurde daher fQr die Klonierung in den 

30 Expressionsvektor cs44 verwendet. 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 1537 bp Sacl-Hindlll Fragments aus 
pCR2.1-CHRC und Ligierung in den Sacl-Hindlll geschnittenen Vektor cs44. Der Klon, 
der den Promoter CHRC anstelle des ursprunglichen Promoters AP3P enthalt, heiBt 
35 cs45. 

FQr die Herstellung einer Inverted-Repeat Expressionskassette unter Kontrolle zweier 
Promotoren, des CHRC-Promoter und des AP3P-Promoters, wurde der AP3P- 
Promoter in antisense Orientierung an den 3Terminus des Epsilon-Cyclase antisense . 
40 Fragmentes in cs45 kloniert. Das AP3P-Promoterfragments aus pJAH wurde unter 
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Verwendung der Primer PR128 und PR129 ampl'rfiziert Das Amplifikat wurde in den 
Klonierungsveklor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert. Dieser Klon pCR2.1-AP3PSX wurde fur 
Herstellung einer Inverted-Repeat Expressionskassette unter Kontrolle zweier Promo- 
toren verwendet 

5 

Die Klonierung erfolgte durch Isolierung des 771 bp Sall-Xhol Fragments aus pCR2.1- 
AP3PSX und Ligierung in den Xhol geschnittenen Vektor cs45. Der Klon, der 3'seitig 
des Inverted Repeats, den Promoter AP3P in antisense Orientierung enthalt, heiBt 
cs46. 

10 

Die Herstellung der Expressionsvektoren ftir die Agrobacterium-vermittelte Transforma- 
tion des AP3P-kontrollierten Inverted-Repeat Transkripts in Tagetes erecta erfolgte 
unter der Verwendung des binaren Vektors pSUN5 (WO02/00900). 

1 5 Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5AI7 wurde das 1 685bp Sacl-Xhol Frag- 
ment aus cs44 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert (Abbildung 9, 
Konstruktkarte). 

In der Abbildung 9 beinhaltet Fragment AP3P den modifizierten AP3P Promoter (771 
20 bp), Fragment P-sense das 312 bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase in sense 
Orientierung, Fragment intron das Intron IV2 des Kartoffel-Gens ST-LS1), und Frag- 
ment P-antf das 312 bp Promoterfragment der Epsilon- Cyclase in antisense Orientie- 
rung. 

25 Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5CI7 wurde das 2445bp Sacl-Xhol Frag- 
ment aus cs45 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert (Abbildung 10, 
Konstruktkarte). 

In der Abbildung 10 beinhaltet Fragment CHRC den CHRC-Promoter (1537 bp), 
30 Fragment P-sense das 312 bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase in sense 

Orientierung, Fragment intron das Intron IV2 des Kartoffel-Gens ST-LS1), und Frag- 
ment P-antf das 312 bp Promoterfragment der Epsilon- Cyclase in antisense Orientie- 
rung. 

35 Zur Herstellung des Expressionsvektors pS5CI7 wurde das 321 9bp Sacl-Xhol Frag- 
ment aus cs46 mit dem Sacl-Xhol geschnittenen Vektor pSUN5 ligiert (Abbildung 1 1 , 
Konstruktkarte). 

In der Abbildung 1.1 beinhaltet Fragment CHRC den CHRC-Promoter (1537 bp), 
40 Fragment P-sense das 31 2 bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase in sense 
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Orientierung, Fragment intron das Intron IV2 des Kartoffel-Gens ST-LS1), Fragment P- 
anti das 312 bp Promoterfragment der Epsilon-Cyclase in antisense Orientierung und 
das Fragment AP3P das 771 bp AP3P-Promoterfragment in antisense Orientierung. 

5 Beispiel 7: Hersteilung transgener Tagetes Pflanzen 

Tagetessamen werden sterilisiert und auf Keimungsmedium (MS-Medium; Murashige 
and Skoog, Physiol. Plant. 15(1962), 473-497) pH 5,8, 2 % Saccharose) aufgelegt. Die 
Keimung erfolgt in einem Temperatur/Ucht/Zeitintervall von 18 bis 28°C/20 bis 200 
10 ocE/3 bis 1 6 Wochen, bevorzugt jedoch bei 21 °C, 20 bis 70 ~E, fOr 4 bis 8 Wochen. 

Alle Blatter der sich bis dahin entwickelten in vitro Pflanzen werden geerntet und quer 
zur Mittelrippe geschnitten. Die dadurch entstehenden Blattexplantate mit einer GrdBe 
von 10 bis 60 mm? werden im Verlaufe der Preparation in fIGssigem MS-Medium bei 
15 Raumtemperatur fur maximal 2 h aufbewahrt. 

Der Agrobakterium tumefaciens Stamm EHA105 wurde mit dem Binarplasmid PS5AI3 
transformiert. Die Anzucht des transformierten A. tumefaciens Stammes EHA105 
erfdlgte Qber Nacht unterfolgenden Bedingungen: Eine Einzelkolonie wurde in YEB 

20 (0,1 % Hefeextrakt, 0,5 % Rindfleischextrakt, 0,5 % Pepton, 0,5 % Saccharose, 0,5 % 
Magnesiumsulfat x 7 H 2 0) mit 25 mg/l Kanamycin angeimpft und bei 28°C fQr 16 bis 
20 h angezogen. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension durch Zentrifugation 
bei 6000 g fur 10 min geerntet und derart in flussigem MS Medium resuspendiert, dass 
eine OD 60 o von ca. 0,1 bis 0,8 entstand. Diese Suspension wurde fQr die Co-Kulti- 

25 vierung mit dem Blattmaterial verwendet. 

Unmittelbar vor der Co-Kultivienjng wird das MS-Medium, in dem die Blatter auf- 
bewahrt worden sind, durch die Bakteriensuspension ersetzt. Die Inkubation der 
Blattchen in der Agrobakteriensuspension erfolgte fur 30 min unter leichtem Schutteln 

30 bei Raumtemperatur, AnschlieBend werden die infizierten Explantate auf ein mit Agar 
(z.B. 0,8 % Plant Agar (Duchefa, NL) verfestigtes MS-Medium mit Wachstumsregu- 
latoren, wie beispielsweise 3 mg/l Benzylaminopurin (BAP) sowie 1 mg/l Indolylessig- 
saure (IAA) aufgelegt. Die Orientierung der Blatter auf dem Medium ist bedeutungslos. 
Die Kultivierung der Explantate findet fQr 1 bis 8 Tage, bevorzugt aber fur 6 Tage statt, 

35 dabei konnen folgende Bedingungen angewendet werden: Lichtintensitat 30 bis 
80 «Mol/m 2 x sec, Temperatur: 22 bis 24°C, hell/dunkel Wechsel von 16/8 Stunden. 
AnschlieBend werden die co-kultivierten Explantate auf frisches MS-Medium, bevor- 
zugt mit den gleichen Wachstumsregulatoren Qbertragen, wobei dieses zweite Medium 
zusatzlich ein Antibiotikum zur UnterdrQckung des Bakterienwachstums enthalt. 

40 Timentin in einer Konzentration von 200 bis 500 mg/l 1st fQr diesen Zweck sehr 
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geeignet Als zweite selektive Komponente wird eine fur die Selektion des Trans- 
formationserfolges eingesetzt. Phosphinothricin in einer Konzentration von 1 bis 5 mg/l 
selektiert sehr effizient, aber auch andere selektive Komponenten gemaB des zu 
verwendenden Verfahrens sind denkbar. 

5 

Nach jeweils ein bis drei Wochen erfolgt der Transfer der Explantate auf frisches 
Medium bis sich Sprossknospen und kleine Sprosse entwickeln, die dann auf das 
gleiche Basalmedium einschlieBlich Timentin und PPT oder alternative Komponenten 
mit Wachstumsregulatoren, nSmlich z.B. 0,5 mg/l Indolylbuttersaure (IBA) und 0,5 mg/l 
10 Gibberillinsaure GA 3| zur Bewurzelung ubertragen werden. Bewurzelte Sprosse 
konnen ins Geyvachshaus uberfuhrt werden. v 

Zusatzlich zu der beschriebenen Methode sind folgende vorteilhafte Modifikationen 
moglich: 

• ; Bevor die Explantate mit den Bakterien infiziert werden, konnen sie fur 1 bis 
12 Tage, bevorzugt 3 bis 4, auf das oben beschriebene Medium fur die Co-Kultur 
vorinkubiert werden. AnschlieBend erfolgt die Infektion, Co-Kultur und selektive 
Regeneration wie oben beschrieben. 

• Der pH Wert fur die Regeneration (normalerweise 5,8) kann auf pH 5,2 gesenkt 
werden. Dadurch wird die Kontrolle des Agrobakterienwachstums verbessert. 

• Die Zugabe von AgN0 3 (3 bis 1 0 mg/I) zum Regenerationsmedium verbessert den 
25 Zustand der Kultur einschlieBlich der Regeneration selbst 

• Komponenten, die die Phenolbildung reduzieren und dem Fachmann bekannt sind, 
wie z.B. Zitronensaure, Ascorbinsaure, PVP u.v.a.m., wirken sich positiv auf die 
Kultur aus. 

30 

• FOr das gesamte Verfahren kann auch flussiges Kulturmedium Verwendung finden. 
Die Kultur kann auch auf handelsublichen Tragem, die auf dem flussigen Medium 
positioniert werden inkubiert werden. 

35 GemaB der oben beschriebenen Transformationsmethode wurden mit folgenden 
Expressionskonstrukten folgende Unien erhalten: 

Mit p76Bgene (aus Beispiel 1) wurde erhalten: MK1 4-1-1 
Mit pS5AI3 wurde erhalten: CS30-1 , CS30-3 und CS30-4 

40 
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Beispiel 8: Charakterisierung der transgenen Pflanzen 

Beispiel 8.1 : CS30-1 , CS30-3 und CS30-4 

5 Das Blutenmaterial der transgenen Tagetes erecta Pflanzen CS30-1 , CS30-3 und 
CS30-4 aus Beispiel 7 wurde in flussigem Stickstoff gemorsert und das Pulver (etwa 
250 bis 500 mg) mit 100 % Aceton extrahiert (dreimal je 500 ul). Das Losungsmittel 
wurde evaporiert und die Carotinoide in 100 ui Aceton resuspendiert. 

10 Mittels einer C30-reverse phase-Saule konnte zwischen Mono- und Diestern der 
Carotinoide unterschieden werden. HPLC-Laufbedingungen waren nahezu identisch 
mit einer publizierten Methode (Frazer et al. (2000), Plant Journal 24(4): 551-558). 
Eine Identifizierung der Carotinoide war aufgrund der UV-VIS-Spektren mdglich. 

15 Tabelle 1 zeigt das Carotinoidprofll in Tagetespetalen der gemaG der vorstehend 

beschriebenen Beispiele hergestellten transgenen Tagetes- und Kontrolltagetespflan- 
zen. Alls Carotinoidmengen sind in rjig/g] Frischgewicht angegeben, prozentuale 
Veranderungen gegenuber der Kontrollpflanze sind in Klammern angegeben. 
Im Vergleich zur genetisch nicht veranderten Kontrollpflanze, weisen die genetisch 

20 veranderten Pflanzen einen deutlich erhQhten Gehalt an Carotinoiden des "B-Carotin- 
Weges", wie beispielsweise p-Carotin und Zeaxanthin und einen deutlich reduzierten 
Gehalt an Carotinoiden des "cc-Carotin-Weges", wie beispielsweise Lutein auf . 

Tabelle 1 

25 



Pflanze 


Lutein 


b-Carotin 


Zeaxanthin 


Violaxanthin 


Gesamt- 
Carotinoide 


Kontrolle 


260 


4,8 


2,7 


36 


304 


CS 30-1 


35 (- 
86%) , 


13 (+170%) 


4,4 (+62%) 


59 (+63%) 


111 (-63%) 


Kontrolle 


456 


6,4 


6,9 


58 


527 


CS 30-3 


62 (- 
86%) 


13 (+103%) 


8,9 (+29%) 


75 (+29%) 


159 (-70%) 


CS 30-4 


68 (- 
85%) 


9,1 (+42%) 


5,7 (-17%) 


61 (+5%) 


144 (-73%) 


Kontrolle 


280 


4,1 


2,6 


42 


329 


CS 32-9 


69 (- 
75%) 


5,5 (+34%) 


2,3 (-12%) 


25 (-38%) 


102 (-69%) 
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Beispiel 8.2: Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat in Tagetes erecta durch Antisense 
CS 32-9 

Unter Verwendung herkommiicher, dem Fachmann bekannter Methoden wurde als 
5 Vergleichsbeispiel eine Tagetes erecta Antisense-Linie CS32-9 hergestellt bei der die 
Reduzierung der e-Cyclase-Aktivitat durch Antisense erfolgte. Das Carotinoidprofil 
dieser Linie (CS32-9), gemessen nach vorstehend beschriebener Methode ist ebenfalls 
in Tabelle 1 dargestellt. 

10 - Beispiel 8.3: Alkalische Hydrolyse von Carotinoidestern und Identifizierung der 
Carotinoide von MK1 4-1-1 

Die Blutenblatter der transgenen Tagetes errecta Pflanzen MK1 4-1-1 aus Beispiel 7 
wurden in flussigem Stickstoff gemorsert und das Petalenpulver (etwa 20 mg) mit 
1.5 100% Aceton extrahiert (dreimal je 500 ul). Das Ldsungsmittel wurde evaporiert und 
der Ruckstand in 180pl Aceton aufgenommen. Urn Homogenitat des Extraktes zu 
gewahrleisten wurde der Extrakt fur zwei Minuten mit Ultraschall behandelt 

Dem Extrakt wurden 20pl 10%ige KOH in Methanol zugesetzt und 30 min bei Raum- 
20 temperatur bei 1000-1300 rpm geschuttelt. Hiernach wurde der Extrakt mit HCL auf 
pH 7,5 titriert und bei 10000 g fur 10 min zentrifugiert. 

Der Uberstand wurde mittels einer C30-reverse phase-Saule analysiert. 
HPLC-Laufbedingungen waren nahezu identisch mit einer publizierten Methode 
25 (Frazer et al.(2000), Plant Journal 24(4): 551-558), Eine Identifizierung der Carotinoide 
war aufgrund der UV-VIS-Spektren und aufgrund der Massen moglich. 

Die Uberexpression der erfindungsgemaBen p Cyclase (Bgene) aus Lycdpersicon 

esculentum unter der Kontrolle des blutenspezifischen Promoters P76 aus Arabidopsis 
30 thaliana in Tagetes erecta fuhrte uberraschend nicht nur zur Akkumulation von hoheren 

Mengen p Carotinoiden sondern zu einer drastischen Verringerung der Menge von 

cx-Carotinoiden zugunsten der Menge von p Carotinoiden. 

Hierdurch wurden die in der Blute von Tagetes erecta vorhandenen a-Carotinoid 

Mengen von im Wildtyp uber 80 % auf unter 30 % der Gesamtcarotinoide reduziert und 
35 der Anteil der p Carotinoide am Gesamtcarotinoidgehalt von im Wildtyp unter 20 % auf 

uber 70% erhoht (Siehe Abbildung 1). 
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PatentansprQche 

Verfahren zur Herstellung von J3-Carotinoiden durch Kultivierung von genetisch 
veranderten Pflanzen, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte p-Cyclase- 
Aktivitat in Pflanzengeweben, enthaitend photosynthetisch inaktive Plastide, auf- 
weisen und die erhohte (3-Cyclase-Aktivitat durch eine 0-Cyclase verursacht wird, 
enthaitend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 Oder eine von dieser Sequenz 
durch Substitution, Insertion Oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, 
die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 
SEQ. ID. NO. 2 aufweist, mit der Ma&gabe, dass Tomate als Pflanze ausgenom- 
men ist. 

2., Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man zur Erhahung der 
(3-Cyclase-Aktivitat die Genexpression einer.Nukleinsaure, kodierend eine 
15 p-Cyclase, enthaitend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von die- 

ser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgelei- 
tete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene mit 
der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, gegenOber dem Wildtyp erhoht 

20 3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man zur Erhohung der 
Genfexpression Nukleinsauren in die Pflanzen einbringt, die 0-Cyclasen kodieren, 
enthaitend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz 
durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete Sequenz, 
die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaureebene mit der Sequenz 

25 SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass man 
Nukleinsauren, enthaitend die Sequenz SEQ. ID. NO. 1 einbringt. 

30 5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Expression der (3-Cyclase unter Kontrolle eines Promoters stattfindet, der die Ex- 
pression der (3-Cyclase in den Pflanzengeweben, enthaitend photosynthetisch in- 
aktive Plastide, gewahrleistet. 
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6. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass man 

genetisch veranderte Pflanzen verwendet, die in Pflanzengeweben, enthaltend 
photosynthetisch inaktive Plastide, die hochste Expressionsrate der p-Cyclase 
airfweisen. 

5 

7, Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Expression der p- 
Cyclase unter Kontrolle eines fOr das Pflanzengewebe spezifischen Promotors er- 
folgt. 

10 8. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Pflanzen zusStzIich gegenQber dem Wildtyp eine erhohte Hydroxylase-Aktivitat 
aufweisen. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass man zur zusatzlichen 
15 Erhohung der Hydroxylase-Aktivitat, die Genexpression einer Nukleinsaure kodie- 

rend eine Hydroxylase gegenQber dem Wildtyp erhoht 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass man zur Erhohung der 
Genexpression eine Nukleins§ure kodierend eine Hydroxylase in die Pflahze ein- 

20 bringt. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass man als Nukleinsau- 
re, kodierend eine Hydroxylase, Nukleinsauren einbringt, die eine Hydroxylase ko- 
dieren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ ID NO: 9 oder eine von dieser 

25 Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosauren abgeleitete 

Sequenz, die eine Identitat von mindestens 20 % auf Aminosaureebene mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 9 aufweist 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass man Nukleinsauren, 
30 enthaltend die Sequenz SEQ ID NO: 8 einbringt. 

13.. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass 
man genetisch veranderte Pflanzen verwendet, die in Pflanzengeweben, enthal- 
tend photosynthetisch inaktive Plastide, die hochste Expressionsrate der Hydro- 
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xylase aufweisen. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Expression der 
Hydroxylase unter Kontrolle eines fQr das Pflanzengewebe spezifischen Promotors 

5 erfoigt. 

15. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Pflanzen gegenQber dem Wildtyp zusatzlich eine reduzierte Aktivitat mindes- 
tens einer der Aktivitaten, ausgewahlt aus der Gruppe s-Cyclase-Aktivitat und 

1 0 endogene |3-Hydroxylase Aktivitat aufweisen. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass man die Reduzie- 
rung der e-Cyclase-Aktivitat und/oder der endogenen (^-Hydroxylase Aktivitat in 
Pflanzen durch mindestens eines der nachfolgenden Verfahren erreicht: 



15 



20 



25 



30 



35 



a) Einbringen mindestens einer doppelstr§ngigen e-Cyclase- Ribonukleinsaure- 
sequenz und/oder endogenen 0-Hydroxylase-Ribonukieinsauresequenz oder 
einer deren Expression gewahrieistenden Expressionskassette oder Expres- 
sionskassetten in Pflanzen, 

b) Einbringen mindestens einer e-Cyclase-antisense-Ribonukleinsauresequenz 
und/oder endogenen p-Hydroxyiase-antisense-Ribonukleinsauresequenz o- 
der einer deren Expression gewahrieistenden Expressionskassette oder Ex- 
pressionskasetten in Pflanzen, 

c) Einbringen mindestens einer e-Cyclase-antisense-Ribonukleinsauresequenz 
und/oder endogenen 0-HydroxyIase-antisense-Ribonukieins§uresequenz je- 
weils kombiniert mit einem Ribozym oder einer deren Expression gewahrieis- 
tenden Expressionskassette oder Expressionskassetten in Pflanzen, 

d) Einbringen mindestens einer e-Cyclase-sense-Ribonukleinsauresequeriz 
und/oder endogenen p-Hydroxyiase-sense-Ribonukleinsauresequenz zur In- 
duktion einer Kosuppression oder einer deren Expression gewahrieistenden 
Expressionskassette oder Expressionskasetten in Pflanzen, 

e) Einbringen mindestens eines DNA-oder Protein-bindenden Faktors gegen ein 
s-Cyclase-Gen, -RNA oder -Protein und/oder endogenes p-Hydroxylase-Gen, 
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-RNA Oder -Protein Oder einer dessen Expression gewahrleistenden Expres- 
sionskassette oder Expressionskasetten in Pfianzen, 

f) Einbringen mindestens einer den e-Cyclase-RNA und/oder endogenen p- 
5 Hydroxylase-RNA-Abbau bewirkenden viralen Nukleinsauresequenz oder 

Nukleinsauresequenzen oder einer deren Expression gewahrleistenden Ex- 
pressionskassette oder Expressionskasetten in Pfianzen, 

g) Einbringen mindestens eines Konstruktes zur Erzeugung einer Insertion, De- 
10 letion, Inversion oder Mutation in einem s-Cyclase-Gen und/oder endogenem 

(3-Hydroxylase-Gen in Pfianzen. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, AusfQhrungsform a), dadurch gekennzeichnet, dass 
man in die Pflanze eine RNA einbringt, die einen Bereich mit Doppel-Strang- 

15 Struktur atifweist und in diesem Bereich eine Nukleinsauresequenz enthait, die 

a) mit mindestens einem Teil des Pflanze-eigenen e-Cyclase-Transkripts iden- 
tisch ist und/oder 

20 b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen s-Cyclase -Promotor- 

Sequenz identisch ist. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass der Bereich mit Dop- 
pel-Strang-Struktur eine Nukleinsauresequenz enthait, die mit mindestens einem 

25 Teil des Pflanze-eigenen e-Cyclase -Transkripts identisch ist und das 5 C -Ende oder 

das 3-Ende der Pflanze-eigenen Nukleinsaure, kodierend eine e-Cyclase enthait. 

19. Verfahren nach Anspruch 16, AusfQhrungsform a), dadurch gekennzeichnet, dass 
man in die Pflanze eine RNA einbringt, die einen Bereich mit Doppel-Strang- 

30 Struktur aufweist und in diesem Bereich eine Nukleinsauresequenz enthait, die 

a) mit mindestens einem Teil des Pflanze-eigenen, endogenem p-Hydroxylase- 
Transkripts identisch ist und/oder 

35. b) mit mindestens einem Teil der Pflanze eigenen, endogenen p-Hydroxylase - 

Promotor-Sequenz identisch ist 
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20/ Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass der Bereich mit Dop- 
pel-Strang-Struktur eine Nukleinsauresequenz enthalt, die mit mindestens einem 
Teil des Pflanze-eigenen, endogenen p-Hydroxylase -Transkripts identisch ist und 
das 5-Ende oder das 3-Ende der Pfianze-eigenen Nukieinsaure, kodierend eine 
5 endogene p-Hydroxylase enthalt. 

21 . Verfahren nach einem der AnsprQche 15 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass 

man genetisch veranderte Pflanzen verwendet, die in Pflanzengeweben, enthal- 
tend photosynthetisch inaktive Plastide, die geringste Expressionsrate einer e- 
1 0 Cyclase und/oder endogenen (3-Hydroxylase autweisen. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Transkription der 
doppelstrangigen RibonukleinsSuresequenz gemali Anspruch 16, AusfQhrungs- 
form a) und/oder der Antisense-Sequenzen gemaR Anspruch 16, AusfQhrungsform 

15 b) unter Kontrolle eines Promotors erfolgt, der fQr die Pflanzengeweben, enthaltend 

photosynthetisch inaktive Plastide, spezifisch ist; 

23. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass man 
nach dem Kuitivieren die genetisch verSnderten Pflanzen erntet und anschliedend 

20 die p-Carotinoide aus den Pflanzen oder den Pflanzengeweben, enthaltend photo- 

synthetisch inaktive Plastide, isoliert. 

24. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Pfianzengewebe, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide, ausgewahlt sind 

25 aus der Gruppe BIQte, Frucht und Knolle. 

25. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass man 
als genetisch veranderte Pfianze, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte |3- 
Cyclase-Aktivitat in BIQten aufweist, eine Pfianze, ausgewahlt aus den Familien 

30 Ranunculaceae, Berberidaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, Faba- 

ceae, Linaceae, Vrtaceae, Brassiceae, CucuriDitaceae, Primulaceae, Caryophylla- 
ceae, Amaranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprifoliaceae, Oleaceae, 
Tropaeolaceae, Solanaceae, Scrophulariaceae, Asteraceae, Liliaceae, Amaryllida- 
ceae, Poaceae, Orchidaceae, Malvaceae, liliaceae oder Lamiaceae verwendet. 
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26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass man als Pflanze eine 
Pflanze, ausgewahlt aus den Pflanzengattungen Marigold, Tagetes erecta, Tage- 
tes patula, Acacia, Aconitum, Adonis, Arnica, Aqulegia, Aster, Astragalus, Bigno- 
nia, Calendula, Calendula officinalis, Caltha, Campanula, Canna, Centaurea, Chei- 

5 ranthus, Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbita, Cytisus, Delonia, 

Delphinium, Dianthus, Dimorphotheca, Doronicum, Eschscholtzia, Forsythia, Fre- 
montia, Gazania, Gelsemium, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, Gre- 
villea, Helenium, Helianthus, Hepatica, Heracleum, Hisbiscus, Heliopsis,. Hyperi- 
cum, Hypochoeris, Impatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leon- 
10 todon, Lilium, Linum, Lotus, Lysimachia, Maratia, Medicago, Mimulus, Narcissus, 
Oenothera, Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentilla, Pyra- 
cantha, Ranunculus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Silphium, 
Sinapsis, Solanum tuberosum, Sorbus, Spartium, Tecoma, Torenia, Tragopogon, 
Trollius, Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, Viola Oder Zinnia verwendet: 

15 

27. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass man 
als genetisch veranderte Pflanze, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte (3- 
Cyclase-Aktivitat in FrQchten aufweist, eine Pflanze ausgewahlt aus den Pflanzen- 
gattungen Actinophloeus, Aglaeonema, Ananas, Arbutus, Archontophoenix, Area, 

20 Aronia, Asparagus, Avocado, Attalea, Berberis, Bixia, Brachychilum, Bryonia, Ca- 
liptocalix, Capsicum, Carica, Celastrus, Citrullus, Citrus, Convaltaria, Cotoneaster, 
. Crataegus, Cucumis, Cucurbita, Cuscuta, Cycas, Cyphomandra, Dioscorea, Di- 
ospyrus, Dura, Elaeagnus, Elaeis, Erythroxylon, Eubnymus, Erbse, Ficus, Fortu- 
nella, Fragaria, Gardinia, Gonocaryum, Gossypium, Guava, Guilielma, Hibiscus, 

25 Hippophaea, Iris, Kiwi, Lathyrus, Lonicera, Luffa, Lycium, Mais, Malpighia, Mangi- 

fera, Mormodica, Murraya, Musa, Nenga, Orange, Paiisota, Pandanus, Passiflora, . 
Persea, Physalis, Prunus, Ptychandra, Punica, Pyracantha, Pyrus, Ribes, Rosa, 
Rubus, Sabal, Sambucus, Seaforita, Shepherdia, Solanum, Sorbus, Synaspadix, 
Tabernae, Tamus, Taxus, Trichosanthes, Triphasia, Vaccinium, Viburnum, Vignia, 

30 Wis oder Zucchini verwendet 



28. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass 
man als genetisch veranderte Pflanze, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte 
p-Cyclase-Aktivitat in Knollen aufweist, Solanum tuberosum verwendet. 
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29. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 28, dadurch gekennzeichnet, dass die 
(3-Carotinoide ausgewahlt sind aus der Gruppe (3-Carotin, J3-Cryptoxanthin, Zea- 
xanthin, Antheraxanthin, Violaxanthin und Neoxanthin. 



5 30. Genetisch veranderte Pflanze, wobei die genetische Veranderung die Akth/itat ei- 
ner 0-Cyclase in Pflanzenteilen, enthaltend photosynthetisch inaktive Plastide, ge- 
genOber dem Wildtyp erhoht und die erhohte |3--Cyclase-Aktivitat durch eine 
p-Cyclase veairsacht wird, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 
oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Ami- 
10 nosauren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Amino- 

saureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist. 

31 Genetisch verSnderte Pflanze nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Erhohung der p-Cyclase-ZMctivitat durch eine Erhohung der Genexpression ei- 
15 ner Nukieinsaure, kodierend eine (3-Cydase, enthaltend die Aminosauresequenz 

SEQ. ID. NO. 2 oder eine von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder 
Deletion von AminosSuren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 
60 % auf AminosSureebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, gegenuber 
dem Wildtyp bewirkt wird. 

20 

32. Genetisch veranderte Pflanze nach Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, dass 
man zur Erhohung der Genexpression Nukleinsauren in die Pflanze einbringt, die 
p-Cyclasen kodieren, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder ei- 
ne von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion- oder Deletion von Aminosau- 

25 ren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaure- 

ebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist 

33. Genetisch veranderte Pflanze, enthaltend mindestens eine Nukieinsaure, kodie- 
rend eine |3-Cyclase, enthaltend die Aminosauresequenz SEQ. ID. NO. 2 oder ei- 

30 ne von dieser Sequenz durch Substitution, Insertion oder Deletion von Aminosau- 

ren abgeleitete Sequenz, die eine Identitat von mindestens 60 % auf Aminosaure- 
ebene mit der Sequenz SEQ. ID. NO. 2 aufweist, mit der Maligabe, dass Tomate 
ausgenommen ist. 
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34. Genetisch veranderte Pflanze nach einem der AnsprQche 30 bis 33, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die genetische Veranderung zusatzlich die Hydroxlase-Aktivitat 
gegenQber dem Wildtyp erhoht 

5 35. Genetisch veranderte Pflanze nach einem der AnsprQche 30 bis 34, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die genetische Veranderung zusatzlich mindestens eine der 
Aktivitaten, ausgewahit aus der Gruppe e-Cyclase-Aktivitat und endogene J3- 
Hydroxylase-Aktivitat gegenQber dem Wildtyp reduziert. 

1 0 36. Genetisch veranderte Pflanze nach einem der AnsprQche 30 bis 35, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Pflanzerigewebe, enthaltend photosynthetisch inaktive 
Piastide, ausgewahit sind aus der Gruppe BIQte, Frucht und Knolle. 

37. Genetisch veranderte Pflanze nach einem der AnsprQche 30 bis 36, dadurch ge- 
15 kennzeichnet, dass die genetisch veranderte Pflanze, die im Vergleich zum Wildtyp 

eine erhohte 0-Cyclase-Aktivitat in BIQten aufweist, ausgewahit ist aus den Famili- 
en Ranunculaceae, Berberidaceae, Papaveraceae, Cannabaceae, Rosaceae, Fa- 
baceae, Linaceae, Vitaceae, Brassiceae, Cucurbitaceae, Primulaceae, Caryophyl- 
laceae, Amaranthaceae, Gentianaceae, Geraniaceae, Caprifoliaceae, Oleaceae, 
20 Tropaeolaceae, Solanaceae, Scrophulariaceae, Asteraceae, Liliaceae, Amaryllida- . 

ceae, Poaceae, Orchidaceae, Malvaceae, liliaceae oder Lamiaceae. 

38. Genetisch veranderte Pflanze nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Pflanze ausgewahit ist aus den Pflanzengattungen Marigold, Tagetes erecta, 

25 Tagetes patula, Acacia, Aconitum, Adonis, Arnica, Aqulegia, Aster, Astragalus, 

Bignonia, Calendula, Calendula officinalis, Caltha, Campanula, Canna, Centaurea, 
Cheiranthus, Chrysanthemum, Citrus, Crepis, Crocus, Curcurbita, Cytisus, Delo- 
nia, Delphinium, Dianthus, Dimorphotheca, Doronicum, Eschscholtzia, Forsythia, 
Fremontia, Gazania, Gelsemium, Genista, Gentiana, Geranium, Gerbera, Geum, 

30 Grevillea, Helenium, Helianthus, Hepatica, Heracleum, Hisbiscus, Heliopsis, Hype- 

ricum, Hypochoeris, Impatiens, Iris, Jacaranda, Kerria, Laburnum, Lathyrus, Leon- 
todon, Liiium, Linum, Lotus, Lysimachia. Maratia, Medicago, Mimulus, Narcissus, 
Oenothera, Osmanthus, Petunia, Photinia, Physalis, Phyteuma, Potentilla, Pyra- 
cantha, Ranunculus, Rhododendron, Rosa, Rudbeckia, Senecio, Silene, Silphium, 

35 Sinapsis, Solanum tuberosum, Sorbus, Spartium, Tecoma, Torenia, Tragopogon, 



WO 2004/018688 CT/EP2003/009101 

88 

Trollius, Tropaeolum, Tulipa, Tussilago, Ulex, Viola Oder Zinnia. 

39. Genetisch veranderte Pflanze nach einem der Anspruche 30 bis 36, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die genetisch veranderte Pflanze, die im Vergleich zum Wildtyp 

5 eine erhShte p-Cyclase-Aktivitat in FrQchten aufweist, ausgewahlt ist aus den 

Pflanzengattungen Actinophloeus, Aglaeonema, Ananas, Arbutus, Archontophoe- 
nix, Area, Aronia, Asparagus, Avocado, Attalea, Berberis, Bixia, Brachychilum, 
Bryonia, Caliptocaiix, Capsicum, Carica, Celastrus, Citrullus, Citrus, Convallaria, 
Cotoneaster, Crataegus, Cucumis, Cucurbita, Cuscuta, Cycas, Cyphomandra, Di- 

10 oscorea, Diospyrus, Dura, Elaeagnus, Elaeis, Erythroxylon, Euonymus, Erbse, Fi- 

cus, Fortunella, Fragaria, Gardinia, Gonocaryum, Gossypium, Guava, Guilielma, 
Hibiscus, Hippophaea, Iris, Kiwi, Lathyrus, Lonicera, Luffa, Lycium, Mais, Malpig- 
hia, Mangifera, Mormodica, Murraya, Musa, Nenga, Orange, Palisota, Pandanus, 
Passiflora, Persea, Physalis, Prunus, Ptychandra, Punica, Pyracantha, Pyrus, Ri- 

15 bes, Rosa, Rubus, Sabal, Sambucus, Seaforita, Shepherdia, Solanum, Sorbus, 

Synaspadix, Tabernae, Tamus, Taxus, Trichosanthes, Triphasia, Vaccinium, Vi- 
burnum, Vignia, Vitis oder Zucchini. 

40. Genetisch veranderte Pflanze nach einem der Anspruche 30 bis 36, dadurch ge- 
20 kennzeichnet, dass die genetisch veranderte Pflanze, die im Vergleich zum Wildtyp 

eine erhohte p-Cydase-Aktivitait in Knollen aufweist Solanum tuberosum ist. 

41 . Verwendung der genetisch veranderten Pflanzen oder Pflanzengeweben nach 
einem der Anspruche 30 bis 40 als Futter- oder Nahrungsmittel. 



25 



30 



42. Verwendung der genetisch veranderten Pflanzen oder Pflanzengewben nach ei- 
nem der AnsprQche 30 bis 40 zur Herstellung von (3-carotinoidhaltigen Extrakten 
oder zur Herstellung von p-carotinoidhaltigen Futter- und Nahnjngserganzungsmit- 
tel. 

43. Verwendung von zeaxanthinhaltigen Extrakten gemaB Anspruch 42 zur Pigmentie- 
rung von Tierprodukten. 
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Abbildung 3: Klonierungskassette zur Herstellung von Inverted- 
Repeat-Expressionskassetten fur die bltitenspezifische Expression 
von Epsilon-Cyclase dsHNAs in Tagetes erecta 
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Abb 11 dung 4: Express ions vekt or zur blutenspezif ischen Produktion 
von dsRNA-Transkripten enthaltend 5*terrainale Fragmente der 
Epsilon-Cyclase cDNA (AF251016) unter Kontrolle des AP3P- 
Promoters 
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Abbildung 5: Expressionsvektor zur bliitenspezif ischen Produktion 
von dsRNA-Transkripten enthaltend 5 % terminalen Fragmente der 
Epsilon-Cyclase eDISIA (AF251016) unter Kontrolle des CHRO 
PRomoters 
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Abbildung 6: Expressionsvektor zur blutenspezif ischen Produktion 
von dsFNA-Transkripten enthaltend 3 * terxninalen Fragmente der 
Epsilon-Cyclase cDNA (AF251016) unter Kontrolle des AP3P- 
Promoters 
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Abbildung 6: Inverse PCR-Amplif ikat, das das 312' bp Fragment des 
Epsilon-Cyclase Promoters enthalt 
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Abbildung 8: TAIL PCR-Amplif ikat, das das 199 bp Fragment des 
Epsilon-Cyclase Promoters enthalt 
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Abbildung 9: Express ions vekt or zur bliitenspezif ischen Produktion 
von dsRNA-Transkripten enthaltend das 312 bp5 Promoterfragment 
der Epsilon-Cyclase unter Kontrolle des AP3P- Promoters 
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Abbildung 10: Expressionsvektor zur bltitenspezifischen Produktion 
von dsRNA-Transkripten enthaltend das 312 bp. Promoter fragment der 
Epsilon-Cyclase unter Kontrolle des CHRC-Promoters 



BamHI. 
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Abbildung 11: Express ionsvektor zur bliitenspezif ischen Produktion 
von. dsRNA-Transkripten enthaltend das 312 bp5 Promoter fragment 
der Epsilon-Cyclase unter Kontrolle sowohl des AP3P-Promoters als 
auch des CHRC- Promoters 
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SEQUENCE LISTING 



10 



15 



20 



30 



40 



<110> SunGene GmbH.& Co. KGaA 



<120> Verfahren zur Herstellung von b-Carotinoiden 



<130> PF 54755 



<160> 51 



<170> Patentln version 3.1 



25 <210> 1 

<211> 1666 

<212> DNA 

<213> Lycopersicon esculentum 



35 <220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1494) 
<223> 



45 <400> 1 

atg gaa get ctt etc aag cct ttt cca tct ctt tta ctt tec tct cct 48 

Met Glu Ala Leu Leu Lys Pro Phe Pro Ser Leu Leu Leu Ser Ser Pro 

1 5 10 15 

50 aca ccc cat agg tct att ttc caa caa aat ccc tct ttt eta agt ccc 96 

Thr Pro His Arg Ser lie Phe Gin Gin Asn Pro Ser Phe Leu Ser Pro 
20 25 30 



acc acc aaa aaa aaa tea aga aaa tgt ctt ctt aga aac aaa agt agt 



144 
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Thr Thr Lys Lys Lys Ser Arg Lys Cys Leu Leu Arg Asn Lys Ser Ser 
35 40 45 

aaa ctt ttt tgt age ttt ctt gat tta gca ccc aca tea aag cca gag 192 
5 Lys Leu Phe Cys Ser Phe Leu Asp Leu Ala Pro Thr Ser Lys Pro Glu 
50 55 60 

tct tta gat gtt aac ate tea tgg gtt gat cct aat teg aat egg get 240 
Ser Leu Asp Val Asn He Ser Trp Val Asp Pro Asn Ser Asn Arg Ala 
10 65 70 75 80 

caa ttc gac gtg ate att ate gga get ggc cct get ggg etc agg eta 288 
Gin Phe Asp Val lie He He Gly Ala Gly Pro Ala Gly Leu Arg Leu 
85 90 95 

15 

get gaa caa gtt tct aaa tat ggt att aag gta tgt tgt gtt gac cct 33 6 

Ala Glu Gin Val Ser Lys Tyr Gly He Lys Val Cys Cys Val Asp Pro 
100 105 110 

.20 tea cca etc tec atg tgg cca aat aat tat ggt gtt tgg gtt gat gag 384 
Set Pro Leu Ser Met Trp Pro Asn Asn Tyr Gly Val Trp Val Asp Glu 
115 120 125 

ttt gag aat tta gga ctg gaa aat tgt- tta gat cat aaa tgg cct atg 432 
25 Phe Glu Asn Leu Gly Leu Glu Asn Cys Leu Asp His Lys Trp Pro Met 
130 135 140 

act tgt gtg cat ata aat gat aac aaa act aag tat ttg gga aga cca 480 
Thr Cys Val His He Asn Asp Asn Lys Thr Lys Tyr Leu Gly Arg Pro 
30 145 150 155 160 

tat ggt aga gtt agt aga aag aag ctg aag ttg aaa ttg ttg aat agt 528 
Tyr Gly Arg Val Ser Arg Lys Lys Leu Lys Leu Lys Leu Leu Asn Ser 
165 170 175 

35 

tgt gtt gag aac aga gtg aag ttt tat aaa get aag gtt tgg aaa gtg 576 
Cys Val Glu Asn Arg- Val Lys Phe Tyr Lys Ala Lys Val Trp Lys Val 
180 185 190 

40 gaa cat gaa gaa ttt gag tct tea att gtt tgt gat gat ggt aag aag 624 
Glu His Glu Glu Phe Glu Ser Ser He Val Cys Asp Asp Gly Lys Lys 
195 200 205 

ata aga ggt agt ttg gtt gtg gat gca agt ggt ttt get agt gat ttt 672 
45 He Arg Gly Ser Leu Val Val Asp Ala Ser Gly Phe Ala Ser Asp Phe 
210 215 220 

ata gag tat gac agg cca aga aac cat ggt tat caa att get cat ggg 720 
He Glu Tyr Asp Arg Pro Arg Asn His Gly Tyr Gin He Ala His Gly 
50 225 230 235 240 

gtt tta gta gaa gtt gat aat cat cca ttt gat ttg gat aaa atg gtg 768 
Val Leu Val Glu Val Asp Asn His Pro Phe Asp Leu Asp Lys Met Val 
245 250 255 
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ctt atg gat tgg agg gat tct cat ttg ggt aat gag cca tat tta agg 816 
Leu Met Asp Trp Arg Asp Ser His Leu Gly Asn Glu Pro Tyr Leu Arg 
260 265 270 

5 

gtg aat aat get aaa gaa cca aca ttc ttg tat gca atg cca ttt gat 864 
Val Asn Asn Ala Lys Glu Pro Thr Phe Leu Tyr Ala Met Pro Phe Asp 
275 280 285 

10 aga gat ttg gtt ttc ttg gaa gag act tct ttg gtg agt cgt cct gtt 912 
Arg Asp Leu Val Phe Leu Glu Glu Thr Ser Leu Val Ser Arg Pro Val 
290 295 300 

tta teg tat atg gaa gta aaa aga agg atg gtg gca aga tta agg cat 960 
15 Leu Ser Tyr Met Glu Val Lys Arg Arg Met Val Ala Arg Leu Arg His 
305 310 315 320 

ttg ggg ate aaa gtg aaa agt gtt att gag gaa gag aaa tgt gtg ate 1008 
Leu Gly lie Lys Val Lys Ser Val lie Glu Glu Glu Lys Cys Val He 
20 325 330 335 

cct atg gga gga cca ctt ccg egg att cct caa aat gtt atg get att 1056 
Pro Met Gly Gly Pro Leu Pro Arg He Pro Gin Asn Val Met Ala He 
340 345 350 

25 

ggt ggg aat tea ggg ata gtt cat cca tea aca ggg tac atg gtg get 1104 
Gly Gly Asn Ser Gly He Val His Pro Ser Thr Gly Tyr Met Val Ala 
355 360 365 

30 agg age atg get tta gca cca gta eta get gaa gee ate gtc gag ggg 1152 
Arg Ser Met Ala Leu Ala Pro Val Leu Ala Glu Ala He Val Glu Gly 
370 375 380 

ctt ggc tea aca aga atg ata aga ggg tct caa ctt tac cat aga gtt 1200 
35 Leu Gly Ser Thr Arg Met He Arg Gly Ser Gin Leu Tyr His Arg Val 
385 390 • 395 400 

tgg aat ggt ttg tgg cct ttg gat aga aga tgt gtt aga gaa tgt tat 1248 
Trp Asn Gly Leu Trp Pro Leu Asp Arg Arg Cys Val Arg Glu Cys Tyr 
40 40? 410 415 

tea ttt ggg atg gag aca ttg ttg aag ctt gat ttg aaa ggg act agg 1296 
Ser Phe Gly Met Glu Thr Leu Leu Lys Leu Asp Leu Lys Gly Thr Arg 
420 425 430 

45 

aga ttg ttt gac get ttc ttt gat ctt gat cct aaa tac tgg caa ggg 1344 
Arg Leu Phe Asp Ala Phe Phe Asp Leu Asp Pro Lys Tyr Trp Gin Gly 
435 440 445 

50 ttc ctt tct tea aga ttg tct gtc aaa gaa ctt ggt tta etc age ttg 1392 
Phe Leu Ser Ser Arg Leu Ser Val Lys Glu Leu Gly Leu Leu Ser Leu 
450 455 460 



tgt ctt ttc gga cat ggc tea aac atg act agg ttg gat att gtt aca 1440 
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Cys Leu Phe Gly His Gly Ser Asn Met Thr Arg Leu Asp lie Val Thr 
465 470 475 480 

aaa tgt cct ctt cct ttg gtt aga ctg att ggc aat eta gca ata gag 1488 
5 Lys Cys Pro Leu Pro Leu Val Arg Leu lie Gly Asn Leu Ala lie Glu 

485 490 495 

age ctt tgaatgtgaa aagtttgaat cattttcttc attttaattt ctttgattat 1544 
Ser Leu 

10 

' tttcatattt tetcaattge aaaagtgaga taagagctac atactgtcaa caaataaact 1604 
actattggaa agttaaaata tgtgtttgtt gtatgttatt ctaatggaat ggattttgta 1664 



15 

aa 



<210> 2 

20 

<2il> 498 



<212> PRT 
25 <213> Lycopersicon esculexitum 



<400> 2 

30 

Met Glu Ala Leu Leu Lys Pro Phe Pro Ser Leu Leu Leu Ser Ser Pro 
15 10 15 



35 Thr Pro His Arg Ser lie Phe Gin Gin Asn Pro Ser Phe Leu Ser Pro 
20 25 30 



Thr Thr Lys Lys Lys Ser Arg Lys Cys Leu Leu Arg Asn Lys Ser Ser 
40 35 40 . 45 



Lys Leu Phe Cys Ser Phe Leu Asp Leu Ala Pro Thr Ser Lys Pro Glu 
50 55 60 

45 

Ser Leu Asp Val Asn He Ser Trp Val Asp Pro Asn Ser Asn Arg Ala 
65 70 75 80 

50 

Gin Phe Asp Val He He He Gly Ala Gly Pro Ala Gly Leu Arg Leu 
85 90 95 



1666 
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Ala Glu Gin Val Ser Lys Tyr Gly lie Lys Val Cys Cys Val Asp Pro 
100 105 110 



5 Ser Pro Leu Ser Met Trp Pro Asn Asn Tyr Gly Val Trp Val Asp Glu 
115 120 125 



Phe Glu Asn Leu Gly Leu Glu Asn Cys Leu Asp His Lys Trp Pro Met 
10 130 135 140 



Thr Cys Val His lie Asn Asp Asn Lys Thr Lys Tyr Leu Gly Arg Pro 
145 150 155 160 

15 

Tyr Gly Arg Val Ser Arg Lys Lys Leu Lys Leu Lys Leu Leu Asn Ser 
165 * 170 175 

20 

Cys Val Glu Asn Arg Val Lys Phe Tyr Lys Ala Lys Val Trp Lys Val 
180 185 190 



25 Glu His Glu Glu Phe Glu Ser Ser He Val Cys Asp Asp Gly Lys Lys 
195 200 205 



He Arg Gly Ser Leu Val Val Asp Ala Ser Gly Phe Ala. Ser Asp Phe 
30 210 215 220 



He Glu Tyr Asp Arg Pro Arg Asn His Gly Tyr Gin He Ala His Gly 
225 230 235 240 

35 

Val Leu Val Glu Val Asp Asn His Pro Phe Asp Leu Asp Lys Met Val 
245 250 255 

40 

Leu Met Asp Trp Arg Asp Ser His Leu Gly Asn Glu Pro Tyr Leu Arg 
260 265 270 

45 Val- Asn Asn Ala Lys Glu Pro Thr Phe Leu Tyr Ala Met Pro Phe Asp 
275 280 285 



Arg Asp Leu Val Phe Leu Glu Glu Thr Ser Leu Val Ser Arg Pro Val 
50 290 295 300 



Leu Ser Tyr Met Glu Val Lys Arg Arg Met Val Ala Arg Leu Arg His 
305 310 315 320 
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Leu Gly lie Lys Val Lys Ser Val lie Glu Glu Glu Lys Cys Val lie 
325 330 335 

5 

Pro Met Gly Gly Pro Leu Pro Arg lie Pro Gin Asn Val Met Ala lie 
340 345 350 

10 

Gly Gly Asn Ser Gly lie Val His Pro Ser Thr Gly Tyr Met Val Ala 
355 360 365 



15 Arg Ser Met Ala Leu Ala Pro Val Leu Ala Glu Ala He Val Glu Gly 
370 375 380 



Leu Gly Ser Thr Arg Met He Arg Gly Ser Gin Leu Tyr His Arg Val 
20 385 ** 390 395 400 



25 



Trp Asn Gly Leu Trp Pro Leu Asp Arg Arg Cys Val Arg Glu Cys Tyr 
405 410 . 415 



Ser Phe Gly Met Glu Thr Leu Leu Lys Leu Asp Leu Lys Gly Thr Arg 
420 425 430 



30 



Arg Leu Phe Asp Ala Phe Phe Asp Leu Asp Pro Lys Tyr Trp Gin Gly 
435 440 445 



35 Phe Leu Ser Ser Arg Leu Ser Val Lys Glu Leu Gly Leu Leu Ser Leu 
450 455 460 



Cys Leu Phe Gly His Gly Ser Asn Met Thr Arg Leu Asp He Val Thr 
40 465 . 470 475 480 



Lys Cys Pro Leu Pro Leu Val Arg Leu He Gly Asn Leu Ala He Glu 
485 490 495 

45 

Ser Leu 



50 

<210> 3 



<211> 1608 



CT/EP2003/009101 

7 

<212> DNA 

<213>, Haematococcus pluvialis 

5 

<220> 

<221> CDS 

10 

<222> (3),. (971) 
<223> 

15 

<400> 3 

ct aca ttt cac aag ccc gtg age ggt gca age get ctg ccc cac ate 47 
Thr Phe His Lys Pro Val Ser Gly Ala Ser Ala Leu Pro His lie' 
.20 5 10 15 
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ggc cca cct cct cat etc cat egg tea ttt get get ace acg atg ctg 95 

Gly Pro Pro Pro His Leu His Arg Ser Phe Ala Ala Thr Thr Met Leu 
20 25 30 

25 

teg aag ctg cag tea ate age gtc aag gee cgc cgc gtt gaa eta gee 143 

Ser Lys Leu Gin Ser lie Ser Val Lys Ala Arg Arg Val Glu Leu Ala 
35 40 45 

30 cgc gac ate acg egg ccc aaa gtc tgc ctg cat get cag egg tgc teg 191 
Arg Asp lie Thr Arg Pro Lys Val Cys Leu His Ala Gin Arg Cys Ser 
50 55 60 

tta gtt egg ctg cga gtg gca gca cca cag aca gag gag gcg ctg gga 239 
35 Leu Val Arg Leu Arg Val Ala Ala Pro Gin Thr Glu Glu Ala Leu Gly 
65 70 75 

ace gtg cag get gee ggc gcg ggc gat gag cac age gee gat gta gca 287 
Thr Val Gin Ala Ala Gly Ala Gly Asp Glu His Ser Ala Asp Val Ala 
40 80 ,85 90 95 

etc cag cag ctt gac egg get ate gca gag cgt cgt gee egg cgc aaa 335 

Leu Gin Gin Leu Asp Arg Ala lie Ala Glu Arg Arg Ala Arg Arg Lys 

100 105 110 

45 

egg gag cag ctg. tea tac cag get gee gee att gca gca tea att ggc 383 

Arg Glu Gin Leu Ser Tyr Gin Ala Ala Ala lie Ala Ala Ser lie Gly 
115 120 125 

50 gtg tea ggc att gee ate ttc gee ace tac ctg aga ttt gee atg cac 431 
Val Ser Gly He Ala He Phe Ala Thr Tyr Leu Arg Phe Ala Met His 
130 135 140 



atg ace gtg ggc ggc gca gtg cca tgg ggt gaa gtg get ggc act etc 



479 
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Met Thr Val Gly Gly Ala Val Pro Trp Gly Glu Val Ala Gly Thr Leu 
145 150 155 

etc ttg gtg gtt ggt ggc gcg etc ggc atg gag atg tat gec cgc tat 527 
5 * Leu Leu Val Val Gly Gly Ala Leu Gly Met Glu Met Tyr Ala Arg Tyr 
160 165 170 175 

gca cac aaa gec ate tgg cat gag teg cct ctg ggc tgg ctg ctg cac 575 
Ala His Lys Ala lie Trp His Glu Ser Pro Leu Gly Trp- Leu Leu His 
10 180 185 190 



aag age cac cac aca cct cgc act gga ccc ttt gaa gec aac gac ttg 623 

Lys Ser His His Thr Pro Arg Thr Gly Pro Phe Glu Ala Asn Asp Leu 

195 200 205 

15 

ttt gca ate ate aat gga ctg ccc gee atg etc ctg tgt ace ttt ggc 671 

Phe Ala lie lie Asn Gly Leu Pro Ala Met Leu Leu Cys Thr Phe Gly 

210 215 220 

20 tttc tgg ctg ccc aac gtc ctg ggg gcg gec tgc ttt gga gcg ggg ctg 719 
Phe Trp Leu Pro Asn Val Leu Gly Ala Ala Cys Phe Gly Ala Gly Leu 
225 230 235 

ggc ate acg eta tac ggc atg gca tat atg ttt gta cac gat ggc ctg 767 
25 Gly lie Thr Leu Tyr Gly Met Ala Tyr Met Phe Val His Asp Gly Leu 
240 245 250 255 

gtg cac agg cgc ttt ccc ace ggg ccc ate get ggc ctg ccc tac atg 815 
Val His Arg Arg Phe Pro Thr Gly Pro lie Ala Gly Leu Pro Tyr Met 
30 260 265 270 

aag cgc ctg aca gtg gec cac cag eta cac cac age ggc aag tac ggt 863 
Lys Arg Leu Thr Val Ala His Gin Leu His His Ser Gly Lys Tyr Gly 
275 280 285 

35 

ggc gcg ccc tgg ggt atg ttc ttg ggt cca cag gag ctg cag cac att 911 
Gly Ala Pro Trp Gly Met Phe Leu Gly Pro Gin Glu Leu Gin His lie 
290 295 300 

40 cca ggt gcg gcg gag gag gtg gag cga ctg gtc ctg gaa ctg gac tgg 959 
Pro Gly Ala Ala Glu Glu Val Glu Arg Leu Val Leu Glu Leu Asp Trp 
305 310 315 



tec aag egg tag ggtgcggaac caggcacgct ggtttcacac ctcatgcctg 1011 
45 Ser Lys Arg 
320 

tgataaggtg tggctagagc gatgcgtgtg agaegggtat gtcaeggteg actggtctga 1071 

50 tggccaatgg catcggccat gtctggtcat caegggctgg ttgcctgggt gaaggtgatg 1131 

cacatcatca tgtgcggttg gaggggctgg cacagtgtgg gctgaactgg agcagttgtc 1191 

caggctggcg ttgaatcagt gagggtttgt gattggcggt tgtgaagcaa tgactccgcc 1251 
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catattctat ttgtgggagc tgagatgatg gcatgcttgg gatgtgcatg gatcatggta 1311 

gtgcagcaaa ctatattcac ctagggctgt tggtaggatc aggtgaggcc ttgcacattg 1371 

5 

catgatgtac tcgtcatggt gtgttggtga gaggatggat gtggatggat gtgtattctc 1431 

agacgtagac cttgactgga ggcttgatcg agagagtggg ccgtattctt tgagagggga i491 

10 ggctcgtgcc agaaatggtg agtggatgac tgtgacgctg tacattgcag gcaggtgaga 1551 

tgcactgtct cgattgtaaa atacattcag atgcaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa 1608 

15 <210> 4 

<211> 322 
<212> PRT" 

20 

<2l3> Haematococcus pluvialis 
25 <400> 4 

Thr Phe His Lys Pro Val Ser Gly Ala Ser Ala Leu Pro His lie Gly 
/ 1 5 10 15 

30 

Pro Pro Pro His Leu His Arg Ser Phe Ala Ala Thr Thr Met Leu Ser 
20 25 30 

35 Lys Leu Gin Ser He Ser Val Lys Ala Arg Arg Val Glu Leu Ala Arg 
35 40 45 



Asp He Thr Arg Pro Lys Val Cys Leu His Ala Gin Arg Cys Ser Leu 
40 50 55 60 



Val Arg Leu Arg Val Ala Ala Pro Gin Thr Glu Glu Ala Leu Gly Thr 
65 70 75 80 

45 

Val Gin Ala Ala Gly Ala Gly Asp Glu His Ser Ala Asp Val Ala Leu 
85 90 95 

50 

Gin Gin Leu Asp Arg Ala He Ala Glu Arg Arg Ala Arg Arg Lys Arg 
100 105 110 
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Glu Gin Leu Ser Tyr Gin Ala Ala Ala lie Ala Ala Ser He Gly Val 
115 120 125 



5 Ser Gly He Ala He Phe Ala Thr Tyr Leu Arg Phe Ala Met His Met 
130 135 140 



Thr Val Gly Gly Ala Val Pro Trp Gly Glu Val Ala Gly Thr Leu Leu 
10 145 150 155 160 



Leu Val Val Gly Gly Ala Leu Gly Met Glu Met Tyr Ala Arg Tyr Ala 
165 170 175 

15 - 

His Lys Ala He Trp His Glu Ser Pro Leu Gly Trp Leu Leu His Lys 
180 185 190 

20 

Ser His His Thr Pro Arg Thr Gly Pro Phe Glu Ala Asn Asp Leu Phe 
195 200 205 



25 Ala He He Asn Gly Leu Pro Ala Met Leu Leu Cys Thr Phe Gly Phe 
210 215 220 



Trp Leu Pro Asn Val Leu Gly Ala Ala Cys Phe Gly Ala Gly Leu Gly 
30 225 230 235 240 



He Thr Leu Tyr Gly Met Ala Tyr Met Phe Val His Asp Gly Leu Val 
245 250 255 

35 

His Arg Arg Phe Pro— Thr Gly Pro He Ala Gly Leu Pro Tyr Met Lys 
260 265 270 

40 

Arg Leu Thr Val Ala His Gin Leu His His Ser Gly Lys Tyr Gly Gly 
275 280 285 



45 Ala Pro Trp Gly Met Phe Leu Gly Pro Gin Glu Leu Gin His He Pro 
290 295 300 



Gly Ala Ala Glu Glu Val Glu Arg Leu Val Leu Glu Leu Asp Trp Ser 
50 305 310 315 320 



Lys Arg 
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<210> 5 
5 <211> 1125 
<212> DNA 

<213> Lycopersicon esculentum 

10 

<220> 
15 <221> CDS 

<222> (20).. (946) 
<223> 

20 



<400> 5 

ttggtcatct ccacaatca atg get gec gec gec aga ate tec gec tec tct 52 
25 Met Ala Ala Ala Ala Arg lie Ser Ala Ser Ser 

15 10 

acc tea cga act ttt tat ttc cgt cat tea ccg ttt ctt ggc cca aaa 100 
Thr Ser Arg Thr Phe Tyr Phe Arg His Ser Pro Phe Leu Gly Pro Lys 
30 15 20 25 

cct act teg aca acc tea cat gtt tct cca ate tct cct ttt tct ctt 148 

Pro Thr Ser Thr Thr Ser His Val Ser Pro lie Ser Pro Phe Ser Leu 

30 35 40 

35 

aat eta ggc cca att ttg agg tct aga aga aaa ccc agt ttc act gtt 196 

Asn Leu Gly Pro He Leu Arg_Ser Arg Arg Lys Pro Ser Phe Thr Val 
45 50 55 

40 tgc ttt gtt etc gag gat gag aag ctg aaa cct caa ttt gac gat gag 244 
Cys Phe Val Leu Glu Asp Glu Lys Leu Lys Pro Gin Phe Asp Asp Glu 
60 65 70 75 

get gag gat ttt gaa aag aag att gag gaa cag ate tta get act cgc 292 
45 Ala Glu . Asp Phe Glu Lys Lys He Glu Glu Gin He Leu Ala Thr Arg 

80 85 90 

ttg gcg gag aaa ctg get agg aag aaa teg gag agg ttt act tat ctt 340 
Leu Ala Glu Lys Leu Ala Arg Lys Lys Ser Glu Arg Phe Thr Tyr Leu 
50 95 100 105 

gtg get get ata atg tct agt ttt ggg att act tct atg get gtt atg 388 
Val Ala Ala He Met Ser Ser Phe Gly He Thr Ser Met Ala Val Met 
110 115 120 
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get gtt tat tac aga ttt teg tgg caa atg gag gga gga gaa gtt cct 436 
Ala Val Tyr Tyr Arg Phe Ser Trp Gin Met Glu Gly Gly Glu Val Pro 
125 130 135 



25 



45 



gta ace gaa atg ttg ggt aca ttt get etc tct'gtt ggt get get gta 
Val Thr Glu Met Leu Gly Thr Phe Ala Leu Ser Val Gly Ala Ala Val 
140 145 150 155 



gee aat gta cct tat ctt agg aag gtg get get get cat teg ctt cat 
35 Ala Asn Val Pro Tyr Leu Arg Lys Val Ala Ala Ala His Ser Leu His 
255 260 265 

cac tea gag aag ttc aat ggt gtc cca tat ggc ttg ttc ttc gga cct 
His Ser Glu Lys Phe Asn Gly Val Pro Tyr Gly Leu Phe Phe Gly Pro 
40 270 275 280 



ata cga agg acg aga ctt teg aaa gga tea tgaacgattg ttcataaaca 
lie Arg Arg Thr Arg Leu Ser Lys Gly Ser 
300 305 



484 



10 gga atg gag ttt tgg gcg aga tgg gca cac aaa gca ctg tgg cat get 532 
Gly Met Glu Phe Trp Ala Arg Trp Ala His Lys Ala Leu Trp His Ala 
160 165 170 

tea eta tgg cac atg cat gag tea cac cac aaa cca aga gaa gga cct 580 
15 Ser Leu Trp His Met His Glu Ser His His Lys Pro Arg Glu Gly Pro 
175 180 185 

ttt gag ctg aac gac gtt ttc gee ata aca aac get gtt cca gca ata 
Phe Glu Leu Asn Asp Val Phe Ala He Thr Asn Ala Val Pro Ala He- 
20 190 195 200 

gec etc etc aac tat ggt ttc ttc cat aaa ggc etc att gec gga eta 676 
Ala Leu Leu Asn Tyr Gly Phe Phe His Lys Gly Leu He Ala Gly Leu 
205 210 215 



628 



tgc ttc ggt get ggg eta ggg ate aca gta ttt gga atg gca tac atg 724 
Cys Phe Gly Ala Gly Leu Gly He Thr Val Phe Gly Met Ala Tyr Met 
220 225 230 235 



30 ttt gtt cac gat ggt ttg gtt cac aag aga ttc cca gtt gga cct gta 772 
Phe Val His Asp Gly Leu Val His Lys Arg Phe Pro Val Gly Pro Val 
240 245 250 



820. 



868 



aag gaa ctg gaa gaa gta gga ggg acg gaa gag ttg gaa aag gaa gtg 916 
Lys Glu Leu Glu Glu Val Gly Gly Thr Glu Glu Leu Glu Lys Glu Val 
285 290 295 



966 



50 tagaatgtca ttttacactt cttatcaatg aggaagggtg atttttgatg tatttgatag 1026 
tagagaaaaa tgtagctctc ttgatgaaat gaatttgtat ttatgtaggc tcttcttatt 1086 



cagtaagatt ttttcttttt tttgatctcg tgecgaatt 



1125 
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<210> 6 

5 <211> 309 

<212> PRT 

<213> Lycopersicon esculentum 

10 



<400> 6 

15 Met Ala Ala Ala Ala Arg lie Ser Ala Ser Ser Thr Ser Arg Thr Phe 
1.5 10 15 



Tyr Phe Arg His Ser Pro Phe Leu Gly Pro Lys Pro Thr Ser Thr Thr 
20 20 25 30 



Ser His Val Ser Pro lie Ser Pro Phe Ser Leu Asn Leu Gly Pro lie 
35 40 45 

25 

Leu Arg Ser Arg Arg Lys Pro Ser Phe Thr Val Cys Phe Val Leu Glu 
50 55 60 

30 

Asp Glu Lys Leu Lys Pro Gin Phe Asp Asp Glu Ala Glu Asp Phe Glu 
65 70 75 80 



35 Lys Lys lie Glu Glu Gin lie Leu Ala Thr Arg Leu Ala Glu Lys Leu 

85 90 95 



Ala Arg Lys Lys Ser Glu Arg Phe Thr Tyr Leu Val Ala Ala lie Met 
40 100 105 110 



Ser Ser Phe Gly lie Thr Ser Met Ala Val Met Ala Val Tyr Tyr Arg 
115 120 125 

45 

Phe Ser Trp Gin Met Glu Gly Gly Glu Val Pro Val Thr Glu Met Leu 
130 135 140 

50 

Gly Thr Phe Ala Leu Ser Val Gly Ala Ala Val Gly Met Glu Phe Trp 
145 150 155 160 
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Ala Arg Trp Ala His Lys Ala Leu Trp His Ala Ser Leu Trp His Met 
165 170 175 



5 His Glu Ser His His Lys Pro Arg Glu Gly Pro Phe Glu Leu Asn Asp 
180 185 190 



Val Phe Ala He Thr Asn Ala Val Pro Ala He Ala Leu. Leu Asn Tyr 
10 195 200 205 



Gly Phe Phe His Lys. Gly Leu He Ala Gly Leu Cys Phe Gly Ala Gly 
210 215 220 

15 

Leu Gly He Thr Val Phe Gly Met Ala Tyr Met Phe Val His Asp Gly 
225 230 235 240 

20 

Leu Val His Lys Arg Phe Pro Val Gly Pro Val Ala Asn Val Pro Tyr 
245 250 255 



25 Leu Arg Lys Val Ala Ala Ala His Ser .Leu His His Ser Glu Lys Phe 
260 265 270 



Asn Gly Val Pro Tyr Gly Leu Phe Phe Gly Pro Lys Glu Leu Glu Glu 
30 275 280 285 • 



Val Gly Gly Thr Glu Glu Leu Glu Lys Glu Val He Arg Arg Thr Arg 
290 295 300 

35 

Leu Ser Lys Gly Ser 
305 

40 

<210> 7 
<211> 1830 
45 <212> DNA 

<213> Tagetes erecta 



50 

' <220> 



<221> CDS 
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<222> (141) . . (1691) 
<223> 



<400> 7 

ggcacgaggc aaagcaaagg ttgtttgttg ttgttgttga gagacactcc aatccaaaca 60 

10 gatacaaggc gtgactggat atttctctct cgttcctaac aacagcaacg aagaagaaaa 120 

agaatcatta ctaacaatca atg agt atg aga get gga cac atg acg gca aca 173 

Met Ser Met Arg Ala Gly His Met Thr Ala Thr 
15 10 

15 

atg gcg get ttt aca tgc cct agg ttt atg act age ate aga tac acg 221 
Met Ala Ala Phe Thr Cys Pro Arg Phe Met Thr Ser lie Arg Tyr Thr 
. . 15 20 25 

20 aag caa att aag tgc aac get get aaa age cag eta gtc gtt* aaa caa 269 
Lys Gin He Lys Cys Asn Ala Ala Lys Ser Gin Leu Val Val Lys Gin 
30 35 40 

gag att gag gag gaa gaa gat tat gtg aaa gee ggt gga teg gag ctg 317 
25 Glu He Glu Glu Glu Glu Asp Tyr Val Lys Ala Gly Gly Ser Glu Leu 
45 50 55 

ctt ttt gtt caa atg caa cag aat aag tec atg gat gca cag tct age 365 
Leu Phe Val Gin Met Gin Gin Asn Lys Ser Met Asp Ala Gin Ser Ser 
30 60 65 70 75 

eta tec caa aag etc cca agg gta cca at a gga gga gga gga gac agt 413 
Leu Ser Gin Lys Leu Pro Arg Val Pro He Gly Gly Gly Gly Asp Ser 
80 85 90 

35 

aac tgt at a ctg gat ttg gtt gta att ggt tgt ggt cct get ggc ctt 461 
Asn Cys He Leu Asp Leu Val Val* He Gly Cys Gly Pro Ala Gly Leu 
• 95 100 105 

40 get ctt get gga gaa tea gee aag eta ggc ttg aat gtc gca ctt ate 509 
Ala Leu Ala Gly Glu Ser Ala Lys Leu Gly Leu Asn Val Ala Leu He 
110 115 120 

ggc cct gat ctt cct ttt aca aat aac tat ggt gtt tgg gag gat gaa 557 
45 Gly Pro Asp Leu Pro Phe Thr Asn Asn Tyr Gly Val Trp Glu Asp Glu 
125 130 135 

ttt ata ggt ctt gga ctt gag ggc tgt att gaa cat gtt tgg cga gat 605 
Phe He Gly Leu Gly Leu Glu Gly Cys He Glu His Val Trp Arg Asp 
50 140 145 150 155 



act gta gta tat ctt gat gac aac gat ccc att etc ata ggt cgt gee 
Thr Val Val Tyr Leu Asp Asp Asn Asp Pro He Leu He Gly Arg Ala 
160 165 170 



653 



WO 2004/018688 ^^PCT/EP2003/009101 

16 

tat gga cga gtt agt cgt gat tta ctt cac gag gag ttg ttg act agg 701 
Tyr Gly Arg Val Ser Arg Asp Leu Leu His Glu Glu Leu Leu Thr Arg 
175 180 185 

5 

tgc atg gag tea ggc gtt tea tat ctg age tec aaa gtg gaa egg att 749 
Cys Met Glu Ser Gly Val Ser Tyr Leu Ser Ser Lys Val Glu Arg lie 
190 195 200 

10 act gaa get cca aat ggc eta agt etc ata gag tgt gaa ggc aat ate 797 
Thr Glu Ala Pro Asn Gly Leu Ser Leu lie Glu Cys Glu Gly Asn He 
205 210 215 

aca att cca tgc agg ctt get act gtc get tct gga gca get tct gga 845 
15 Thr He Pro Cys Arg Leu Ala Thr Val Ala Ser Gly Ala Ala Ser Gly 
220 225 230 235 

aaa ctt ttg cag tat gaa ctt ggc ggt ccc cgt gtt tgc gtt caa aca 893 
Lys Leu Leu Gin Tyr Glu Leu Gly Gly Pro Arg Val Cys Val Gin Thr 
20 * 240 245 25Q 

t 

get tat ggt ata gag gtt gag gtt gaa age ata ccc tat gat cca age 941 
Ala Tyr Gly He Glu Val Glu Val Glu Ser He Pro Tyr Asp Pro Ser 
255 260 265 

25 

eta atg gtt ttc atg gat tat aga gac tac ace aaa cat aaa tct caa 989 
Leu Met Val Phe Met Asp Tyr Arg Asp Tyr Thr Lys His Lys Ser Gin 
270 275 280 

30 tea eta gaa gca caa tat cca aca ttt ttg tat gtc atg cca atg tct 1037 
Ser Leu Glu Ala Gin Tyr Pro Thr Phe Leu Tyr Val Met Pro Met Ser 
285 290 295 

cca act aaa gta ttc ttt gag gaa act tgt ttg get tea aaa gag gee 1085 
35 Pro Thr Lys Val Phe Phe Glu Glu Thr Cys Leu Ala Ser Lys Glu Ala 
300 305 . 310 315 

atg cct ttt gag tta ttg aag aca aaa etc atg tea aga tta aag act 1133 
Met Pro Phe Glu Leu Leu Lys Thr Lys Leu Met Ser Arg Leu Lys Thr 
40 320 325 330 

atg ggg ate cga ata ace aaa act tat gaa gag gaa tgg tea tat att 1181 
Met Gly He Arg He Thr Lys Thr Tyr Glu Glu Glu Trp Ser Tyr He 
335 340 345 

45 

cca gta ggt gga tec tta cca aat acc gag caa aag aac ctt gca ttt 1229 
Pro Val Gly Gly Ser Leu Pro Asn Thr Glu Gin Lys Asn Leu Ala Phe 
350 355 360 

50 ggt get get get age atg gtg cat cca gec aca gga tat teg gtt gta 1277 
Gly Ala Ala Ala Ser Met Val His Pro Ala Thr Gly Tyr Ser Val Val 
365 370 375 



aga tea ctg tea gaa get cct aat tat gca gca gta att gca aag att 



1325 



WO 2004/018688 PCT/EP2003/009101 

17 

Arg Ser Leu Ser Glu Ala Pro Asn Tyr Ala Ala Val lie Ala Lys lie 
380 385 390 . 395 

tta ggg aaa gga aat tea aaa cag atg ctt gat cat gga aga tac aca 1373 
5 Leu Gly Lys Gly Asn Ser Lys Gin Met Leu Asp His Gly Arg Tyr Thr 

400 405 410 

acc aac ate tea aag caa get tgg gaa aca ctt tgg ccc ctt gaa agg 1421 
Thr Asn lie Ser Lys Gin Ala Trp Glu Thr Leu Trp Pro Leu Glu Arg 
10 415 420 425 

aaa aga cag aga gca ttc ttt etc .ttt gga tta gca ctg att gtc cag 1469 

Lys Arg Gin Arg Ala Phe Phe Leu Phe Gly Leu Ala Leu lie Val Gin 

430 435 440 

15 

atg gat att gag ggg acc cgc aca ttc ttc egg act ttc ttc cgc ttg 1517 

Met Asp He Glu Gly Thr Arg Thr Phe Phe Arg Thr Phe Phe Arg Leu 

445 450 455 

20 ccc aca tgg atg tgg tgg ggg ttt ctt gga tct teg tta tea. tea act 1565 
Pro Thr Trp Met Trp Trp Gly Phe Leu- Gly Ser Ser Leu Ser Ser Thr 
460 465 470 475 

gac ttg ata ata ttt gcg ttt tac atg ttt ate ata gca ccg cat age 1613 
25 Asp Leu He He Phe Ala Phe Tyr Met Phe He He Ala Pro His Ser 

480 485 490 

ctg aga atg ggt ctg gtt aga cat ttg ctt tct gac ccg aca gga gga 1661 
Leu Arg Met Gly Leu Val Arg His Leu Leu Ser Asp Pro Thr Gly Gly 
30 495 500 505 

aca atg tta aaa gcg tat etc acg ata taa ataactctag tegegatcag 1711 
Thr Met Leu Lys Ala Tyr Leu Thr He 
510 515 



35 



40 



tttagattat aggcacatct tgcatatata tatgtataaa ccttatgtgt gctgtatcct 1771 
tacatcaaca cagtcattaa ttgtatttct tggggtaatg ctgatgaagt attttctgg 1830 



<210> 8 

<211> 516 

45 <212> PRT 

<213> Tagetes erecta 



50 

<400> 8 

Met Ser Met Arg Ala Gly His Met Thr Ala Thr Met Ala Ala Phe Thr 
1 5 10 15 
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10 



Cys Pro Arg Phe Met Thr Ser lie Arg Tyr Thr Lys Gin lie Lys Cys 
20 25 30 



Asn Ala Ala Lys Ser Gin Leu Val Val Lys Gin Glu lie Glu Glu Glu 
35 40 45 



Glu Asp Tyr Val Lys Ala Gly Gly Ser Glu Leu Leu Phe Val Gin Met 
50 55 60 



1 5 Gin- Gin Asn Lys Ser Met Asp Ala Gin Ser Ser Leu Ser Gin Lys Leu 
65 70 75 80 



Pro Arg Val Pro lie Gly Gly Gly Gly Asp Ser Asn Cys lie Leu Asp 
20 85 90 95 



25 



Leu Val Val lie Gly Cys Gly Pro Ala Gly Leu Ala Leu Ala Gly Glu 
100 105 HO 



Ser Ala Lys Leu Gly Leu Asn Val Ala Leu lie Gly Pro Asp Leu Pro 
115 120 125 



30 



Phe Thr Asn Asn Tyr Gly Val Trp Glu Asp Glu Phe lie Gly Leu Gly 
130 135 140 



35 Leu Glu Gly Cys lie Glu His Val Trp Arg Asp Thr Val Val Tyr Leu 
14 5 150 155 160 



Asp Asp Asn Asp Pro lie Leu He Gly Arg Ala Tyr Gly Arg Val Ser 
40 165 170 175 



45 



Arg Asp Leu Leu His Glu Glu Leu Leu Thr Arg Cys Met Glu Ser Gly 
180 185 190 



Val Ser Tyr Leu Ser Ser Lys Val Glu Arg He Thr Glu Ala Pro Asn 
195 200 205 



50 



Gly Leu Ser Leu He Glu Cys Glu Gly Asn He Thr lie Pro Cys Arg 
210 215 220 
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Leu Ala Thr Val Ala Ser Gly Ala Ala Ser Gly Lys Leu Leu Gin Tyr 
225 230 235 240 

5 Glu Leu Gly Gly Pro Arg Val Cys Val Gin Thr Ala Tyr Gly He Glu 
* 245 250 255 



Val Glu Val Glu Ser He Pro Tyr Asp Pro Ser Leu Met Val Phe Met 
10 260 265 270 



Asp Tyr Arg Asp Tyr Thr Lys His Lys Ser Gin Ser Leu Glu Ala Gin 
275 280 285 

15 

Tyr Pro Thr Phe Leu Tyr Val Met Pro Met Ser Pro Thr Lys Val Phe 
290 295 300 

20 

Phe Glu Glu Thr Cys Leu Ala Ser Lys Glu Ala Met Pro Phe Glu Leu 
305 310 315 320 



25 Leu Lys Thr Lys Leu Met Ser Arg Leu Lys Thr Met Gly He Arg He 

325 330 335 



Thr Lys Thr Tyr Glu Glu Glu Trp Ser Tyr lie Pro Val Gly Gly Ser 
30 340 345 350 



Leu Pro Asn Thr Glu Gin Lys Asn Leu Ala Phe Gly Ala Ala Ala Ser 
355 360 . 365 

35 

Met Val His Pro_Ala Thr Gly Tyr Ser Val Val Arg Ser Leu Ser Glu 
370 375 380 

40 

Ala Pro Asn Tyr Ala Ala Val He Ala Lys He Leu Gly Lys Gly Asn 
385 390 395 . 400 



45 Ser Lys Gin Met Leu Asp His Gly Arg Tyr Thr Thr Asn He Ser Lys 

405 410 415 



Gin Ala Trp Glu Thr Leu Trp Pro Leu Glu Arg Lys Arg Gin Arg Ala 
50 420 425 430 



Phe Phe Leu Phe Gly Leu Ala Leu He Val Gin Met Asp He Glu Gly 
435 440 445 
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20 



PCT/EP2003/009101 



Thr Arg Thr Phe Phe Arg Thr Phe Phe Arg Leu Pro Thr Trp Met Trp 
450 455 460 



Trp Gly Phe Leu Gly Ser Ser Leu Ser Ser Thr Asp Leu He He Phe 
465 470 475 480 

10 

Ala Phe Tyr Met Phe He He Ala Pro His Ser Leu Arg Met Gly Leu 
485 490 495 



15 Val Arg His Leu Leu Ser Asp Pro Thr Gly Gly Thr Met Leu Lys Ala 
500 505 . 510 



Tyr Leu Thr He 
20 515 



<210> 9 

25 <211> 358 

<212> DNA 

<213> Tagetes erecta 

30 

<220> 

35- <221> Sense Promotor 

<222> (1)..(358) 



40 



45 



<223> 



<400> 9 

aagcttaccg atagtaaaat cgttagttat gattaatact tgggaggtgg gggattatag 60 
gctttgttgt gagaatgttg agaaagaggt ttgacaaatc ggtgtttgaa tgaggttaaa 120 
tggagtttaa ttaaaataaa gagaagagaa agattaagag ggtgatgggg atattaaaga 180 
50 cggccaatat agtgatgcca cgtagaaaaa ggtaagtgaa aacatacaac gtggctttaa 
aagatggctt ggctgctaat caactcaact caactcatat cctatccatt caaattcaat 



240 
300 



tcaattctat tgaatgcaaa gcaaagcaaa gcaaaggttg tttgttgttg ttgtcgac 358 



WO 2004/018688 ^TCT/EP2003/009101 

21 

<210> 10 
5 <211> 445 
<212> DNA 

<213> Tagetes erecta 

10 

<220> 

15 <221> Sense Fragment 
<222> <1)..{445) 



20 



25 



<223> 



<400> 10 

aagcttgcac gaggcaaagc aaaggttgtt tgttgttgtt gttgagagac actccaatcc 60 



aaacagatac aaggcgtgac tggatatttc tctctcgttc ctaacaacag caacgaagaa 120 
gaaaaagaat cattactaac aatcaatgag tatgagagct ggacacatga cggcaacaat 180 
30 ggcggctttt acatgcccta ggtttatgac tagcatcaga tacacgaagc aaattaagtg 240 
caacgctgct aaaagccagc tagtcgttaa acaagagatt gaggaggaag aagattatgt 300 
gaaagccggt ggatcggagc tgctttttgt tcaaatgcaa cagaataagt ccatggatgc 360 

35 

acagtctagc ctatcccaaa agctcccaag ggtaccaata ggaggaggag gagacagtaa 420 
ctgtatactg gatttggttg tcgac 445 

40 

<210> 11 
<211> 446 
45 <212> DNA 

<213> Tagetes erecta 



50 



<220> 



<221> 



Antisense Fragment 
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<222> (1)..(446) 
<223> 

5 

<400> 11 

gaattcgcac gaggcaaagc aaaggttgtt tgttgttgtt gttgagagac actccaatcc 60 
10 aaacagatac aaggcgtgac tggatatttc tctctcgttc ctaacaacag caacgaagaa 120 
gaaaaagaat cattactaac aatcaatgag tatgagagct ggacacatga cggcaacaat 180 
ggcggctttt acatgcccta ggtttatgac tagcatcaga tacacgaagc aaattaagtg 240 

15 

caacgctgct aaaagccagc tagtcgttaa acaagagatt gaggaggaag aagattatgt 300 
gaaagccggt ggatcggagc tgctttttgt tcaaatgcaa cagaataagt ccatggatgc 360 
20 acagtctagc ctatcccaaa agctcccaag ggtaccaata ggaggaggag gagacagtaa 420 
ctgtatactg gatttggttg gatcct 446 

25 <210> 12 ' 

<211> 393 

<212> DNA 

30 

<213> Tagetes erecta 



35 <220> 

<221> Sense Fragment 
<222> (1) . . (393) 

40 

<223> 

45 <400> 12 

aagctttgga ttagcactga ttgtccagat 

gactttcttc cgcttgccca catggatgtg 

50 aactgacttg ataatatttg cgttttacat 

gggtctggtt agacatttgc tttctgaccc 

cacgatataa ataactctag tcgcgatcag 



ggatattgag gggacccgca cattcttccg 60 

gtgggggttt cttggatctt cgttatcatc 120 

gtttatcata gcaccgcata gcctgagaat 180 

gacaggagga acaatgttaa aagcgtatct 240 

tttagattat aggcacatct tgcatatata 300 



WO 2004/018688 ^^PCT/EP2003/009101 

23 

tatgtataaa ccttatgtgt gctgtatcct tacatcaaca cagtcattaa ttgtatttct 360 
tggggtaatg ctgatgaagt attttctgtc gac 393 

<210> 13 

<211> 397' 

<212> DNA 

<213> Tagetes erecta 



10 



15 



20 



25 



<220> 

<221> Antisense Fragment 

<222> (1)..(397) 

<223> 



<400> 13 

gaattctctt tggattagca ctgattgtcc agatggatat tgaggggacc cgcacattct 



60 

30 tccggacttt cttccgcttg cccacatgga tgtggtgggg gtttcttgga tcttcgttat 120 

catcaactga cttgataata tttgcgtttt acatgtttat catagcaccg catagcctga 180 

gaatgggtct ggttagacat ttgctttctg acccgacagg aggaacaatg ttaaaagcgt 240 

35 

atctcacgat ataaataact ctagtcgcga tcagtttaga ttataggcac atcttgcata 300 

tatatatgta taaaccttat gtgtgctgta tccttacatc aacacagtca ttaattgtat 360 

40 ttcttggggt aatgctgatg aagtattttc tggatcc 397 

<210> 14 

45 <211> 358 

<212> DNA 

<213> Tagetes erecta 

50 



<220> 



WO 2004/018688 
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24 

<221> Sense Promotor 
<222> (1)..(358) 
<223> 



<400> 14 

10 aagcttaccg atagtaaaat cgttagttat gattaatact tgggaggtgg gggattatag 60 

gctttgttgt gagaatgttg agaaagaggt ttgacaaatc ggtgtttgaa tgaggttaaa 120' 

tggagtttaa ttaaaataaa gagaagagaa agattaagag ggtgatgggg atattaaaga 180 

15 

cggccaatat agtgatgcca cgtagaaaaa ggtaagtgaa aacatacaac gtggctttaa 240 

aagatggctt ggctgctaat caacteaact caactcatat cctatccatt caaattcaat 300 

20 tcaattctat tgaatgcaaa gcaaagcaaa gcaaaggttg tttgttgttg ttgtcgac 358 

<210> 15 

25 <211> 361 

<212> DNA 

<213> Tagetes erecta 

30 

<220> 

35 <221> Antisense Promotor 

<222> {!).. (361) 



40 



45 



<223> 



<400> 15 

ctcgagctta ccgatagtaa aatcgttagt tatgattaat acttgggagg tgggggatta 60 



taggctttgt tgtgagaatg ttgagaaaga ggtttgacaa atcggtgttt gaatgaggtt 120 

aaatggagtt taattaaaat aaagagaaga gaaagattaa gagggtgatg gggatattaa 180 

50 agacggccaa tatagtgatg ccacgtagaa aaaggtaagt gaaaacatac aacgtggctt 240 

taaaagatgg cttggctgct aatcaactca actcaactca tatcctatcc attcaaattc 300 

aattcaattc tattgaatgc aaagcaaagc aaagcaaagg ttgtttgttg ttgttggatc 3 60 
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25 



PC7VEP2003/009101 



361 



10 



5 <210> 16 

<211> 332 

<212> DNA 

<213> Tagetes erecta 



15 <220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(330) 
<223> 



20 



25 <400> 16 

aag ctt gca cga gcc tct etc tat ttt tac act tea atg gcg gca gca 48 

Lys Leu Ala Arg Ala Ser Leu Tyr Phe Tyr Thr Ser Met Ala Ala Ala 
1 5 10 15 

30 att get gtc cct tgt age tea aga cca ttt ggc tta ggt cga atg egg 96 

Xle Ala Val Pro Cys Ser Ser Arg Pro Phe Gly Leu Gly Arg Met Arg 

20 25 30 

tta ctt ggt cat aaa ccc aca ace ata act tgt cac ttc ccc ttt tct 144 

35 Leu Leu Gly His Lys Pro Thr Thr lie Thr Cys His Phe Pro Phe Ser 
35 40 45 

ttt tct ate aaa tea ttt acc cca att gtt agg ggc aga aga tgt act 192 

Phe Ser lie Lys Ser Phe Thr Pro lie Val Arg Gly Arg Arg Cys Thr 
40 50 55 60 

gtt tgt ttt gtt gcc ggt ggc gac agt aat agt aac agt aat aat aat . 240 

Val Cys Phe Val Ala Gly Gly Asp Ser Asn Ser Asn Ser Asn Asn Asn 
65 70 75 80 

45 

agt gac agt aat agt aat aat ccg ggt ctg gat tta aac ccggcggtt 288 
Ser Asp Ser Asn Ser Asn Asn Pro Gly Leu Asp Leu Asn Pro Ala Val 
85 90 95 

50 atg aac cgt aac cgt ttg gtt gaa gaa aaa atg gag agg teg ac 332 
Met Asn Arg Asn Arg Leu Val Glu Glu Lys Met Glu Arg Ser 

100 105 110 
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<210> 17 
<211> 110 
5 <212> PRT 

<213> Tagetes erecta 



10 

<400> 17 

Lys Leu Ala Arg Ala Ser Leu Tyr Phe Tyr Thr Ser Met Ala Ala Ala 
15 10 15 

15 

lie Ala Val Pro Cys Ser Ser Arg Pro Phe Gly Leu Gly Arg Met Arg 
20 25 30 

20 

Leii Leu Gly His Lys Pro Thr Thr He Thr Cys His Phe Pro Phe Ser 
35 40 45 



25 Phe Ser He Lys Ser Phe Thr Pro He Val Arg Gly Arg Arg Cys Thr 
50 55 60 



Val Cys Phe Val Ala Gly Gly Asp Ser Asn Ser Asn Ser Asn Asn Asn 
30 65 70 75 80 



Ser Asp Ser Asn Ser Asn Asn , Pro Gly Leu Asp Leu Asn Pro Ala Val 
85 90 95 

35 

Met Asn Arg Asn Arg Leu Val Glu Glu Lys Met Glu Arg Ser 
100 105 110 

40 

<210> 18 
<211> 332 
45 <212> DNA 

<213> Tagetes erceta 



50 

<220> 



<221> 



misc_feature 
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<222> (1)..(332) 

<223> b-Hydroxylase Sense-Fragment 



<400> 18 

aagcttgcac gagcctctct ctatttttac acttcaatgg cggcagcaat tgctgtccct 60 
10 tgtagctcaa gaccatttgg cttaggtcga atgcggttac ttggtcataa acccacaacc 120 



15 



20 



40 



45 



ataacttgtc acttcccctt ttctttttct atcaaatcat ttaccccaat tgttaggggc 



agtgacagta atagtaataa tccgggtctg gatttaaacc cggcggttat gaaccgtaac 



<210> 19 

<211> 332 

25 <212> DNA 

<213> Tagetes erecta 

30 

<220> 

<221> misc_feature 

35 <222> (1)..(332) 

<223> b-Hydroxylase Ant is ens e- Fragment 



<400> 19 

gaattcggca cgagcctctc tctattttta cacttcaatg gcggcagcaa ttgctgtccc 



180 



agaagatgta ctgtttgttt tgttgccggt ggcgacagta atagtaacag taataataat 240 



300 



cgtttggttg aagaaaaaat ggagaggtcg ac 332 



60 

ttgtagctca agaccatttg gcttaggtcg aatgcggtta cttggtcata aacccacaac 120 
cataacttgt cacttcccct tttctttttc tatcaaatca tttaccccaa ttgttagggg 180 
cagaagatgt actgtttgtt ttgttgccgg tggcgacagt aatagtaaca gtaataataa 240 
50 tagtgacagt aatagtaata atccgggtct ggatttaaac ccggcggtta tgaaccgtaa 300 
ccgtttggtt gaagaaaaaa tggagaggat cc 332 
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<210> 20 
<211> 19 
5 <212> DNA 

<213> Kttnstliche Sequenz 

10 

<220> 

<221> Primer 
15 <222> (1) . . (19) 
<223> 



20 



<40O> 20 

tgccaaagta actctttat 19 



25 <210> 21 

<211> 19 

<212> DNA 

30 

<213> Kunstliche Sequenz 

35 <220> 

<221> Primer 
<222> (1)..(19) 

40 

<223> 



45 <400> 21 

aggtgcatga ccaagtaac 19 



<210> 22 

50 

<211> 1033 

<212> DNA 
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29 

<213> Lycopersicon esculentum 



5 <220> 

<221> Promotor 
<222> (1) . . (1033). 

10 

<223> 

15 <400> 22 

aggtgcatga ccaagtaaca atttgattcc 

aagaaggcaa agtagagcaa gcaagcaagc 

20 cggattccac cacccacttg aaaaattgac 

tattatttaa cactctcaca atcccattac 

gttttcaaaa atccactacc ctcccaccac 

25 

cctttgttct ctttatatat tggtccaact 
ggaggaattg ctttcattct cactctttgt 
30 ttcctcctct atatatttca aaagaatgga 
gatgttgatg attcattgtc tgtctggagc 
taaccaacaa cggctattaa ttataaacca 

35 

aattaggaat cttggagatg gatccattag 
gttggggaac agtgataact tacgcttgct 
40 aagtacagaa atggatctgg gccttgaagt 
ccgttatcaa tcaccatctt cttctatcta 
tggatcatgt ggttaggcat taattatttg 

45 

cacagttccg gtaagagctt ttgcagccac 
atcaatctca ctccctccct cccttaagtc 
50 agttactttg gca 

<210> 23 



tttccagcat 


aacgtcatgt tggttgcaaa 


60 


aaagcatttt 


tcttatttta tattttgttg 


120 


atgtcacaat 


gatttcgtat cctagtcttt 


180 


tctacacctc 


tttcattaag tcaacacacg 


240 


ctagaatctt 


ttgttaccta ccaacaccct 


300 


aaatcaataa 


gggaaagcat ccttttggtt 


360 


gtgttgatca 


atggactagc taataacaag 


420 


acagaaacat 


aaacgaaaga cagagtacct 


480 


tcccaaatgc 


cttttatgct tacatattca 


540 


aaaacacgaa 


ataagtttgt agcaaagtga 


600 


tagtaggata 


ataggatatg atggaatttg 


660 


tccggcgccg ggaaagttgg aaaacctaca 


720 


gggcttttta 


ttaaagaaaa aaatacatct 


780 


caaattaaag 


aaggtaacaa cagaacgtgg 


840 


ctttgtttcg 


ccgttttggt aacacacaga 


900 


tctttatagt 


tatttagaat tggcgatcga 


960 


ttgttgaatc 


tgctgaattg ttttataaag 


1020 






1033 
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<211> 18 

<212> DNA 

5 <213> KOnstliche Sequenz 

<220> 

10 

<221> Primer 

<222> (1)..{18) 
15 <223> 

<400> 23 
20 atggaagctc ttctcaag "' 

<210> 24 

25 <211> 22 

<212> DNA 

<213> Kttnstliche Sequenz 

30 

<220> 

35 <221> Primer 

<222> (1)..(22)- 
<223> 

40 

<400> 24 

ctattgctag attgccaatc ag 

45 

<210> 25 

<211> 28 

50 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
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18 
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31 

<220> 
5 <221> Primer 

<222> (1) .. (28) 
<223> 

10 

<400> 25 

gagctcactc actgatttcc attgcttg 

15 

<210> 26 
<211> 37 

20 

<2*12> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 

25 

<220> 

<221> Primer 

30 

<222> (1)..(37) 
<223> 

35 

<400> . 26 

cgccgttaag tcgatgtccg ttgatttaaa cagtgtc 

40 

<210> 27 
<211> 34 
45 <212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 

50 

<220> 
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28 



37 



<221> 



Primer 
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32 

<222> <1)..<34) 
<223> 

5 

<400> 27 

atcaacggac atcgacttaa cggcgtttgt aaac 34 

10 

<210> 28 
<211> 25 
15 <212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 

20 

<220> 

<221> Primer 
25 <222> <1)..(25) 
<223> 



30 



<400> 28 

taagcttttt gttgaagaga tttgg 25 



35 <210> 29 

<211> 23 

<212> DNA 

40 

<213> kuenstliche' Sequenz 



45 <220> 



<221> Primer 



<222> (l).-(23) 

50 

<223> 



10 
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33 

<400> 29 

gaaaatactt catcagcatt acc 23 

5 <210> 30 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 



15 <220> 

<221> Primer 
<222> <1)..(28) 
<2?3> 



20 



25 <400> 30 

gtcgactacg. taagtttctg cttctacc 28 



30 



<210> 31 

<211> 26 

<212> UNA 

35 <213> kuenstliche Sequenz 



40 



<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(26) 
45 <223> 



<400> 31 

50 ggatccggtg atacctgcac atcaac 26 



<210> 32 



WO 2004/018688 PCT/EP2003/009101 

34 

<211> 28 
<212> DNA 
5 <213> kuenstliche Sequenz 

<220> 

10 

<221> Primer 
<222> (1)..{28) 
15 <223> 



<400> 32 

20 aagcttgcac gaggcaaagc aaaggttg 28 



<210> 33 
25 <211> 29 
<212> DNA 

<213> kuenstliche Seqaenz 

30 

<220> 
35 <221> Primer 

<222> (1)..(29) 
<223> 

40 



<400> 33 

gtcgacaacc aaatccagta tacagttac 29 

<210> 34 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 



45 



50 
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35 

<220> 
5 <221> Primer 

<222> (1)..(30) 
<223> 

10 



<400> 34 

aggatccaac caaatccagt atacagttac 30 

<210> 35 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1>..{28) 
<223> 



<400> 35 

gaattcgcac gaggcaaagc aaaggttg 28 



15 



20 



25 



30 



35 



40 

<210> 36 
<211> 25 
45 <212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 

50 

<220> 



<221> Primer 
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36 

<222> (1)..(25) 
<223> 

5 

<400> 36 

aagctttgga ttagcactga ttgtc 

10 

<210> 37 
<211> 29 
15 <212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 

20 

<2'20> 

<221> Primer 
25 <222> <1)..(29) 
<223> 

30 

<400> 37 

gtcgacagaa aatacttcat cagcattac 

35 <210> 3 8 

<211> 29 

<212> DNA 

40 

<213> kuenstliche" Sequenz 

45 <220> 

<221> Primer 
<222> (1)..(29) 

50 

<223> 
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29 
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37 

<400> 38 

ggatccagaa aatacttcat cagcattac 29 

5 <210> 39 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Icuenstliche Sequenz 



10 



15 <220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(27) 
<223> 



20 



25 <400> 39 

gaattctctt tggattagca ctgattg 27 



30 



<210> 40 

<211> 23 

<212> DNA 

35 <213> kuenstliche Sequenz 



<220> 

40 

<221> Primer 



<222> (1)..(23) 
45 <223> 



<400> 40 

50 cgccttgtat ctgtttggat tgg 23 



<210> 41 



WO 2004/018688 PCT/EP2003/009101 

38 

<211> 24 
<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 



10 



<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(24) 
15 <223> 



<400> 41 

20 ctaacaatca atgagtatga gage 24 



<210> 42 

25 <211> 26 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 

30 

<220> 

35 <221> Primer 

<222> (1)..{26) 
<223> 



40 



45 



50 



<400> 42 

agagcaaggc cagcaggacc acaacc 26 



<210> 43 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
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39 

<220> 
5 <221> Primer 

<222> (1)..(26) 
<223> 

10 



<400> 43 

ccttgggagc ttttgggata ggctag 26 

<210> 44 

<211> 26 

<2J2> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(26) 
<223> 



<400> 44 

tcacgccttg tatctgtttg gattgg 26 



15 



20 



25 



30 



35 



40 

<210> 45 
<211> 15 
45 <212> DNA 

<213> 3cuenstliche Sequenz 

50 

<220> 



<221> Primer 
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40 

<222> (1)..(15) 
<223> 

5 

<400> 45 

gtcgagtatg gagtt 15 

10 

<210> 46 
<211> 28 
15 <212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 

20 

<2*20> 

<221> Primer 
25 <222> (1) . . (28) 
<223> 



30 



40 



<400> 46 

aagcttaccg atagtaaaat cgttagtt 28 



35 <210> 47 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> kuenstliche' Sequenz 



45 <220> 

<221> Primer 
<222> (1)..(31) 
<223> 



50 



WO 2004/018688 PCT7EP2003/009101 

41 

<400> 47 

ctcgagctta ccgatagtaa aatcgttagt t 31 

5 <210> 48 

<211> 28 

<212> DNA 

10 

<213> kuenstliche Sequenz 

15 <220> 

<221> Primer 
<222> (1)..(28) 

20 

<223>* 



25 <400> 48 

gtcgacaaca acaacaaaca acctttgc 28 



<210> 49 

30 

<211> 28 
<212> • DNA 
35 <213> kuenstliche Sequenz 



<220> 

40 

<221> Primer 
<222> (1)..<28) 
45 <223> 



<400> 49 

50 ggatccaaca acaacaaaca acctttgc 28 



<210> 50 



WO 2004/018688 
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42 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



<211> 22 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> (1)..(22) 
<223> 

<400> 50 

gagctctaca aattagggtt ac 22 

<210> 51 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> kuenstliche Sequenz 
<220> 

<221> Primer 

<222> .(!).. (23) 
<223> 



<400> 51 

aagcttatta tttccaaatt ccg 



23 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established inrespect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons : 



□ 



Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



□ 



Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. I - ] Claims Nos.: 

' — ' because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a) . 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



See supplemental sheet 



1. [ I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims. 



As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
1 — 1 covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' — I restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest [J The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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The International Searching Authority has determined that this international application 
contains multiple (groups of) inventions, as follows: 

1 . Claims 1-7, 22-33 and 36-43 (all in part) 

Method for producing beta-carotenoids by cultivation of plants with increased 
beta-cyclase activity; correspondingly genetically modified plants and use of said 
plants or zeax an thin-containing extracts. 

1 . 1 Claims 1-14, 30-34 and 36-43 (all in part) 

Method for producing beta-carotenoids by cultivation of plants with 
increased beta-cyclase activity and also increased hydroxylase activity; 
correspondingly genetically modified plants and use of said plants or 
zeaxanthin-containing extracts. 

1 .2 Claims 1 -1 8 and 2 1 -43 (all in part) 

Method for producing beta-carotenoids by cultivation of plants with 
increased beta-cyclase activity and also increased hydroxylase activity and 
reduced epsilon-cyclase activity; correspondingly genetically modified plants 
and use of said plants or zeaxanthin-containing extracts. 

1 .3 Claims 1-16 and 19-43 (all in part) 

Method for producing beta-carotenoids by cultivation of plants with 
increased beta-cyclase activity and also increased hydroxylase activity and 
reduced endogenous beta-hydroxylase activity; correspondingly genetically 
modified plants and use of said plants or zeaxanthin-containing extracts. 

1 .4 Claims 1 -43 (all in part) 

Method for producing beta-carotenoids by cultivation of plants with 
increased beta-cyclase activity and also increased hydroxylase activity and 
reduced epsilon-cyclase activity and reduced endogenous beta-hydroxylase 
activity; correspondingly genetically modified plants and use of said plants or 
zeaxanthin-containing extracts. 
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1.5 Claims 1-7, 15-18, 21-33 and 35-43 (all in part) 

Method for producing beta-carotenoids by cultivation of plants with 
increased beta-cyclase activity and reduced epsilon-cyclase activity; 
correspondingly genetically modified plants and use of said plants or 
zeaxanthin-containing extracts. 

1 .6 Claims 1-7, 15, 16, 19-33 and 35-43 (all in part) 

Method for producing beta-carotenoids by cultivation of plants with 
increased beta-cyclase activity and reduced endogenous beta-hydroxylase 
activity; correspondingly genetically modified plants and use of said plants or 
zeaxanthin-containing extracts. 

1 .7 Claims 1-7, 15-33 and 35-43 (all in part) 

Method for producing beta-carotenoids by cultivation of plants with 
increased beta-cyclase activity and reduced epsilon-cyclase activity and 
reduced endogenous beta-hydroxylase activity; correspondingly genetically 
modified plants and use of said plants or zeaxanthin-containing extracts. 

Please note that although the inventions specified under point 1 are not necessarily linked 
by a common inventive concept, it was possible to carry out a full search without 
entailing added effort that would have justified an additional search fee. 
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A. KLASSIFIZIERUNQ DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/82 C12N9/02 



Nach der Internal tonalen Patenlklassifikation (IPK) Oder nach der nalionalen Wassiflkation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchlerter Mindestpriiistoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N 



Recherchisrte aber nlchl zum MindastprOfstoff gehflrende Ver6ffenttichungen, sowed diese unter die recheichieiten Gebiete fallen 



Wahrend der intemalionalen Recherche konsultterle ebktronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAO, BIOSIS, EMBASE , SEQUENCE SEARCH 



C. ALS WESENTLICH ANOESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorte* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweB erf orderllch unter Angabe der In Betracht kommenden TeDe 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 01 88169 A (MONSANTO TECHNOLOGY LLC) 

22. November 2001 (2001-11-22) 

Selte 13, Zelle 24 -Seite 14, Zelle 13 

W0 00 32788 A (HANSENS LAB) 
8. Juni 2000 (2000-06-08) 
1n der Anmeldung erwahnt 
Seite 5, Zeile 27 - Zeile 28 
Selte 7, Zelle 24 -Seite 8, Zeile 6 
Seite 12, Zeile 16 -Selte 13, Zeile 2 
Seite 18, Zelle 31 -Seite 19, Zeile 27 
Seite 20, Zeile 12 - Zeile 18; Beispiele 
7-10,13,16 

-/-- 



1-43 



1-43 



HI 



Weftere VerSffentlichungen slnd der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



El 



Slehe Anhang PatentfamBle 



• Besondere Kategorien von angegebenen VerOffemitchungen 
"A" VeroTTentBchurtg, die den allgemelnen Stand der Tech nlk definierr, 
aber nich) als besondere bedeutsam anzusehen 1st 

*E* a&eres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem Internationajen 
Anmeldedatum verCffentBchl worden ist 

'L' Veroffentlichung, die geeignet Ist, elnen PrtorBatsanspruch zweifelhatt er- 
schelnen zu lessen, Oder durch die das VerSffentBchungsdatum einer 
anderen Im Recherchenbericht genannten VerSffentfichung belegt werden 
soli Oder die aus etnem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

*0* Veroffentlichung, die sich auf eine mflndllche OfTenbarung, 

elne Benutzung, eine Ausstellung Oder and a re MaBnahmen bezleht 

*P a VeroffentBchung, cfie vor dem InternatiDnalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden 1st 



*T* Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationajen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mil der 
Anmeldung nicht koWdiert, sondern nur zum Verstandnts des der 
Erflndung zugrundeHegenden Prtnzips Oder der ihr zugrunde liegenden 
Theorie angegeben isf 

"X* Verdffentiichung von besonderer Bedeutung; die beansprucMe Erflndung 
kann aDeln aufgrund cSeser Verdffentiichung nicht als neu oder auf 
erftnderischer Tatigkeii beruhend betrachtet werden 

T Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mtt einer oder mehreren anderen 
Veroffentlfchungen dieser Kategorie in Verblndung gebracht wird und 
dlese Verblndung fur elnen Fachmann naheiiegend Ist 
Veroffentlichung, die Mttglied derselben Patentfamlile 1st 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 
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Absendedaium des Intemalionalen Recherchenbertcnts 
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Name und Postanschrtrt der Internationalen RecherchenbehCrde 
Europaisches Paientamt P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRijswijk 
TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 
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C(FortsetZung) ALS VVESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der VerdfTentDchung, soweit erforderfich unter Angabe der In Betracht kornmenden Telle 



Belr. Anspruch Nr. 



p,x 



DHARMAPURI S ET AL: "Metabolic 
engineering of xanthophyll content In 
tomato fruits" 

FEBS LETTERS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, 
AMSTERDAM, NL, 
Bd. 519, Nr. 1-3, 

22. Ma1 2002 (2002-05-22), Seiten 30-34, 
XP004356816 
ISSN: 0014-5793 
1n der Anmeldung erwahnt 
Tabelle 1 

EP 1 323 825 A (ENEA ENTE NUOVE TEC 

;BI0GEN S R L (IT)) 

2. Jul1 2003 (2003-07-02) 

1n der Anmeldung erwahnt 
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1-14, 

23-34, 

36-42 



8-14, 

23-29, 
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Feld I Bemerkungen zu den AnsprOchen, die sich als ntcht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemSB Artlkel 17(2)a) wurde aus folgenden GrQnden fQr bestlmmte AnsprQche keln Recharchenbsricht ersteM: 



weil sie sich auf Tefle der Intemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefOrirt werden kann, namllch 



well es sich dabel um abhangige AnsprQche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt slnd. 



Feld 11 Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkert der Ertindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale RecherchenbehOrde hat festgestellt, daS diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt 



siehe Zusatzblatt 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dleser 
I — ■ intemationale Recherchenbericht auf alle recherchlerbaren AnsprQche. 



Da fQr alle recherchierbaren AnsprQche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefQhrt werden konnte, der eine 
zusatzJiche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die BehOrde nicht zur Zahlung einer solchen GebQhr aufgefondert 



3. | | Da der Anmelder nureinlge der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebGhran rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — 1 Internationale Recherchenbericht nurauf die AnsprQche, fQr die GebQhren entrichtet worden slnd. namlteh auf ae 
AnsprQche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig entrichtet Der Internationale Recher- 
— chenbericht beschrankt sich daher auf die In den AnsprOchen zuerst erwfihnte Erfindung; cfiese 1st In folgenden AnsprOchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hlnsichtlich eines Widerspruchs I I Die zusatzlichen GebQhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 




weil sie sich auf Gegenstande bezlehen. zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet 1st, namllch 






Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestel It, daB dlese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erflndungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspruche: 1-7,22-33,36-43 (alle partiell) 

Verfahren zur Herstellung von beta-Carotinoiden durch 
Kultivlerung von Pflanzen mit erhohter beta-Cyclase 
Aktivitat; entsprechend genetisch veranderte Pflanzen sowie 
Verwendung dieser Pflanzen oder zeaxanthlnhal tiger Extrakte. 



1.1. Anspruche: 1-14,30-34,36-43 (alle partiell) 

Verfahren zur Herstellung von beta-Carotinoiden durch 
Kultivlerung von Pflanzen mit erhohter beta-Cyclase 
Aktivitat und zusatzlich erhohter Hydroxylase 
Aktivitat; entsprechend genetisch veranderte Pflanzen 
sowie Verwendung dieser Pflanzen oder 
zeaxanthinhal tiger Extrakte. 



1.2. Anspruche: 1-18,21-43 (alle partiell) 

Verfahren zur Herstellung von beta-Carotinoiden durch 
Kultivierung von Pflanzen mit erhohter beta-Cyclase 
Aktivitat und zusatzlich erhohter Hydroxylase 
Aktivitat sowie reduzierter epsilon-Cyclase Aktivitat; 
entsprechend genetisch veranderte Pflanzen sowie 
Verwendung dieser Pflanzen oder zeaxanthinhal tiger 
Extrakte. 



1.3. Anspruche: 1-16,19-43 (alle partiell) 

Verfahren zur Herstellung von beta-Carotinoiden durch 
Kultivierung von Pflanzen mit erhohter beta-Cyclase 
Aktivitat und zusatzlich erhohter Hydroxylase 
Aktivitat sowie reduzierter endogener beta-Hydroxylase 
Aktivitat; entsprechend genetisch veranderte Pflanzen 
sowie Verwendung dieser Pflanzen oder 
zeaxanthinhal tiger Extrakte. 



1.4. Anspruche: 1-43 (alle partiell) 

Verfahren zur Herstellung von beta-Carotinoiden durch 
Kultivierung von Pflanzen mit erhohter beta-Cyclase 
Aktivitat und zusatzlich erhohter Hydroxylase 
Aktivitat sowie reduzierter epsilon-Cyclase und 
reduzierter endogener beta-Hydroxylase Aktivitat; 
entsprechend genetisch veranderte Pflanzen sowie 
Verwendung dieser Pflanzen oder zeaxanthinhal tiger 
Extrakte. 



1.5. Anspruche: 1-7,15-18,21-33,35-43 (alle partiell) 
Verfahren zur Herstellung von beta-Carotinoiden durch 
Kultivlerung von Pflanzen mit erhohter beta-Cyclase 
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Aktivitat sowie reduzlerter epsilon-Cyclase Aktivitat; 
entsprechend genet isch veranderte Pflanzen sowie 
Verwendung dieser Pflanzen Oder zeaxanthinhal tiger 
Extrakte. 



1.6. AnsprQche: 1-7,15,16,19-33,35-43 (alle partlell) 
Verfahren zur Herstellung von beta-Carotinolden durch 
Kultlvierung von Pflanzen mit erhohter beta-Cyclase 
Aktivitat sowie reduzierter endogener beta-Hydroxylase 
Aktivitat; entsprechend genet isch veranderte Pflanzen 
sowie Verwendung dieser Pflanzen oder 
zeaxanthinhal tiger Extrakte. 



1.7. AnsprQche: 1-7,15-33,35-43 (alle partiell) 

Verfahren zur Herstellung von beta-Carotinoiden durch 
Kultlvierung von Pflanzen mit erhohter beta-Cyclase 
Aktivitat sowie reduzierter epsilon-Cyclase und 
reduzierter endogener beta-Hydroxylase Aktivitat; 
entsprechend genetisch veranderte Pflanzen sowie 
Verwendung dieser Pflanzen oder zeaxanthinhaltlger 
Extrakte. 



Bitte zu beachten daB fur alle unter Punkt 1 aufgefuhrten Erfindungen, 
obwohl dlese nicht unbedingt durch ein gemeinsames erfinderisches 
Konzept verbunden sind, ohne Mehraufwand der eine zusatzliche 
Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, eine vol! standi ge Recherche 
durchgefQhrt werden konnte. 
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